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  تشکرتقدیر و 
ام بوده اش در تمام لحظات زندگیوقفهگر حضور و یاری بیام تجلیهمتا که آرامش قلبیپاس از خداوند بیبا س
 است.
نامه را بر عهده داشتند و در تمام یزدی که راهنمایی این پایانسپاس فراوان از جناب آقای دکتر حسین احمدپور
 مند ساختند.دریغشان بهرهبی سنجیده و های علمیمراحل انجام پروژه بنده را از راهنمایی
های خویش پیمودن این مسیر را برای بنده سپاس از استاد مشاور، جناب آقای دکتر امیر پیمانی که با مشاوره
 تسهیل نمودند.
 شخوان دیباذر، کریمی و موسی خانی.پیکارشناسان محترم آزمایشگاه خانم ها شقایق  زحمات با تشکر از
با تشکر از مرکز تحقیقات میکروب شناسی پزشکی دانشگاه علوم پزشکی قزوین جهت حمایت مالی طرح با 
 .29/51/15تاریخ  672013575شماره مصوب  
 تقدیم
هایم گرانین ی پایان تمامهمیشه نقطه دستان گرمشتقدیم به پدرم، پرمحتواترین کتاب زندگیم که نگاه پرمهر و 
 بوده است.
 های من معنا شده است.ها و رسیدنکه تحقق تمام آرزوهایش در گرو خواستن تر از جانمتقدیم به مادر عزیز










 بستر ردنکدر فرآهم  آن نقشدر ارتباط با  آلیتیکومآپلاسما اورهشناسایی باکتری اورهاهمیت  سابقه و هدف:
شود. علارغم وجود ناباروری و سقط خودبه خودی برجسته می به ویژههای انتقال یافته از راه جنسی بیماری
یین، زمانبر بودن و های مولکولی جهت شناسایی این باکتری، حساسیت پاهای کشت و روششماری از روش
ر این د طلبد.می مناسب رای یک روش تشخیصی جایگزین ها نیاز به توسعهی بالای برخی از این روشهزینه
 یهاتحال امکان آنالیز که در آن نوذرات طلا به کار گرفته شده استمبتنی بر نا  ANDتشخیصیمطالعه یک حسگر
رنگ) و طیف سنجی (به دلیل ظهور چشمی لیت تفکیک قابکنده و تجمعی نانوذرات به صورت بصری (اپر
  مبنای روش تشخیصی قرار گرفته است. نور مرئی)  -ی طیف فرابنفشهای نوری آنها در محدودهویژگی
والی تالیگونوکلئوتیدی تیوله حاوی یک پروب پس از ساخت، با  نانوذرات طلا در این آزمایش روش بررسی:
های تظبرای بررسی شیبی از غلکونژوگه گردید و سپس اختصاصی نسبت به بخشی از توالی مولکول هدف 
های حاصل داده مورد استفاده قرار گرفت. 1از سازه ژنیآز ی ژنی اورهقطعهمحصول تکثیر شده  نانوگرم) 31-36(
موقعیت پیک پلاسمون، پهنای پیک در نصف مقدار  تغییرات از آنالیزهای رنگ سنجی و طیف سنجی شامل
 .و شدت تجمع نانوذرات برای تفسیر نتایج استفاده گردیدند ، شدت پیک)MHWF( بیشینه 
ر دحفظ رنگ  و شدت تجمع پایین ی سنجی نشان دهندهآنالیزهای طیف بصری و نیز اتها: نتایج مشاهدیافته
کول هدف مول موفقیت آمیز پروب در شناسایی نانو مبین تواناییکه  دبو های مثبت، پس از افزودن القاگرنمونه
 بود. در این محدوده از توالی هدف نانوگرم 31-36شیب غلظتی بین  در استفاده شده ی تشخیصیبود. محدوده
در  ک، پهنای پیهانانوپروب با کاهش غلظت، میزان پایین هیبریداسیون به صورت افزایش جزئی شدت تجمع
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ابل ق با یک روند وابسته به غلظت، نانوپروب تغییر رنگ نسبینیز  و کاهش شدت پیک، مقدار بیشینهنصف 
های حاوی محصول غیرمرتبط و کنترل منفی به دلیل عدم هیبریداسیون نانوپروب با مشاهده بود. در مقابل نمونه
و  های بلندترجابه جایی پیک به سمت طول موج ،MHWF دت تجمع،شمولکول هدف افزایش چشمگیری در 
مبین  و کنترل منفی های مثبتی پارامترهای فوق بین نمونهمقایسه را نشان دادند. نیز کاهش شدید شدت پیک
 .یافتبه طور کامل به طوسی تغییر نیز  های کنترل نمونهرنگ آنها بود.  )1000.0<P(تفاوت معنادار
 31 1صتشخیی محدوده اضر با برخورداری از اختصاصیت و حساسیت مطلوب باروش ح  گیری:بحث و نتیجه
 .کندفرآهم میرا کم هزینه، سریع و بدون نیاز به تجهیزات خاص تشخیصی  روش نانوگرم از مولکول هدف یک
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bp  base pair زاب تفج 
BPD   Bronchopulmonary dysplasia یویر یزلاپسید 
CCC   Critical coagulation concentrations ینارحب یگتشابنا تظلغ 
CCU/ml  Colour changing units per mili liter یلیم ره یازا هب گنر رییغت دحاورتیل 
CL   Crosslinking هکبشیا 
CLD  Chronic lung disease نمزم یویر یرامیب 
CSF Cerebral spinal fluid یزغم عیام-یعاخن 
DLCA   Diffusion-limited cluster aggregation راشتنا هب دودحم هشوخ عمجت 
DLS   Dynamic Light scatter یشبنج رون یگدنکارپ 
DLVO   Derjaguin, Landau, Verway and Overbeek  ----- 
DNA-
Nanoparticle  
DNA-Np هگوژنوکدیتوئلکونوگیلا ی-هرذونان 
dNTPs   deoxyribonucleotide triphosphates  ----- 
DTT   Dithiothreitol لوتیرتویت ید 
EDL Electric double layer هیلاهناگود یکیرتکلا ی 
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid دیسا کیتسا ارتت دیمآ ید نلیتا 
GOx     Glucose oxidase  زادیسکا زوکولگ 
HBsAg   Hepatitis B virus surface antigen یتنآتیتاپه سوریو یحطس نژ ث  
HIV Human immunodeficiency virus یناسنا ینمیا صقن سوریو 
س 
 
IAI  Intra ameniotic infection هدرپ لخاد تنوفعینوینمآ ی 
IgA    Immunoglobulin A عون ینمیا نیئتورپ A 
IgM Immunoglobulin M عون ینمیا نیئتورپ M 
LAMP Loop-mediated isothermal amplification مه ریثکت اب هدش یجنایم یامدپول 
LSPR    Localized surface plasmon resonance  زکرمتم یحطس نومسلاپ سنانوزر 
LOD   Limit of detection  هدودحمیصیخشت ی  
MBA  Multiple-banded antigen یتنآ نژیراوندنچ  
MIC    Minimum inhibitory concentration یراهم تظلغ لقادح 
NCL   Non- Crosslinking هکبش ریغیا  
NFkB  Nuclear factor kappa B   هتسه روتکافاپاک یا بی   
PCR    Polymerase Chain Reaction هریجنز شنکاویزارمیلپ یا  
PDI Poly dispersity index یگدنکارپ صخاش 
PPLO   Pleuropneumonia-like organisms اینومونپوروئلپ هبش تادوجوم 
PPROM   Preterm premature rupture of the 
membranes 
ییاشغ سردوز یگتخیسگ مه زا 
PSA     Prostate-specific antigen یتنآتاتسورپ یصاصتخا نژ  
RCA Rolling circle amplification هریاد ریثکتناتلغ ی 
RDS   Respiratory distress syndrome یسفنت رجز مردنس 
RLCA    Reaction-limited cluster aggregation شنکاو هب دودحم یهشوخ عمجت 
RPA Recombinase polymerase amplification زانیبماکیر میزنآ هب هتسباو یزارمیلپ ریثکت 
rpm Round per minute هقیقد رد رود 
SDS   Sodium dodecyl sulfate هشوخ عمجتشنکاو هب دودحم یا  
SMA Spinal Muscular Atrophy ینلاضع لیلحت-یعاخن  
SMN Survival of motor neuron یتکرح نورون یاقب نژ 
SPR   Surface Plasmon Resonance یحطس نومسلاپ سنانوزر 
STDs   Sexually transmitted disease یرامیبیسنج هار زا هتفای لاقتنا یاه  
TEM   Transmission Electron Microscope یروبع ینورتکلا پوکسورکیم 
TEMED   Tetramethylenediamine ----- 
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 5) بیان مسئله1-1
متعلق به خانواده  د،نیز شناخته می شو )OLPP(4شبه پلئوروپنومونیا که به عنوان موجود 0پلاسما اوره آلیتیکوماوره آ
ده  و است را به خود اختصاص داده اوره آپلاسماجنس  ،که بیواردو بوده 2ی مایکوپلاسما و طبقه ی مولیکوتس
چکترین ارگانیسم با زندگی آزاد کو  . این باکتری)1(مورد از چهارده سروتایپ این جنس را دربر می گیرد
.آنها با از دست دادن دیواره ی سلولی پپتیدوگلیکانی از باکتری های گرم مثبت خودهمانندسازبه شمار می رودو
تی دم حساسیت به آنتکامل یافته اند فقدان دیواره در این ارگانیسم ها مسئول شماری از ویژگی های آنها نظیر:ع
ایکو این ارگانیسم همانند سایر مآنها می باشد.  گانه یچند  اشکالبیوتیک بتالاکتام، ممانعت از رنگ آمیزی گرم و
پلاسما ها، به منظور پایداری غشای سیتوپلاسمی نیازمند ساخت استرول هستند، ولی کوچک بودن اندازه ی ژنوم 
این مورد و نیز تامین بسیاری از نیازهای تغذیه ای،  به توانایی بیوسنتزی  این باکتری منجر به وابستگی آنها در
به عنوان بخشی از فلور طبیعی دستگاه تناسلی با میزان استقرار  وره آپلاسما اوره آلیتیکوما .)0, 5(میزبان شده است
وضع م بازی -با این وجود این باکتری تحت شرایطی مانند به هم خوردن تعادل اسید، تلقی می شود % 34-% 37
رای اولین این ارگانیسم بویا سرکوب سیستم ایمنی می تواند به یک عامل بیماری زا تبدیل شود. نقش پاتوژنی 
طی مطالعات بعدی به عنوان و شدگزارش   7در بیمارانی با التهاب مجاری ادراری 6شپردتوسط  4291بار در سال 
.نقش )2, 4(هر دو گروه جنسی زنان و مردان شناخته شددر  بیماری زا  انسانی شایع ترین مایکوپلاسمای تناسلی
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یوع پیدا که در اکثر موارد بدون علائم ش شرایط بالینیبا تنوعی از  آن تنگاتنگ  ارتباطدوگانه ی فلور نرمالی و نیز
توجه بیش از پیش محققین در شناسایی نقش سببی  موجب، می شود کرده ومنجر به شرایط پاتوژنی متعاقب آن
 ، به منظور به کار گیری تدابیر1به عنوان باکتری های پاتوژن فرصت طلبدر ایجاد بیماری های عفونی آن 
 ده ینشان دهننتایج این تحقیقات  .تشخیصی و درمانی زودهنگام قبل از پیش روی به شرایط حاد شده است
یوم نظیر: ناباروری ، نتایج معکوس بارداری، التهاب اندومتر با طیفی از شرایط بالینی سم این میکرو ارگانی ارتباط 
در  ، التهاب و بیماری های مزمن ریویورم مفاصلپس از زایمان ،التهاب کوریوآمنیون، التهاب مجاری ادراری، 
 5عنوان بیماری های انتقال یافته از راه جنسی بیماری ها با . که به طور کلی در گروهی از)7, 6(بوده است نوزادان
 ها،این گروه از بیمارییک گروه از عفونت ها ی وسیع و نسبتا شناخته شده هستند  sDTSقرار می گیرند.  )sDTS(
معمولا با یک وضعیت حاد مشخص شده که می توانند به شرایط مزمن بالینی پیشروی کنند. طبق آمار سازمان 
قرارگرفته اند. بعد از سرطان، به عنوان بیماری های قابل درمان   در درجه ی دوم اهمیت sDTSبهداشت جهانی  
تخمین زده  DTSمیلیون مورد جدید مبتلا به  91طبق تحقیقات مرکز کنترل و پیشگیری بیماری ها سالانه  وقوع 
. میانگین شیوع جهانی این پاتوژن در افرادی )9, 7( سال قرار دارند 21-45شد که نیمی از آنها در گروه سنی 
. در )31( ه استارش شدگز % 30 - % 32بامشکل ناباروری، نتایج معکوس بارداری والتهاب مجاری ادراری  
ری به اباروایران نیز برای این باکتری در زنانی با مشکلات سقط خودبه خودی، ناباروری و مردانی با مشکل ن
 .)11, 6( تخمین زده شده است % 9 و % 75,4 ،%2،61ترتیب فراوانی حدود  
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 :آلیتیکومآپلاسماارهاورهباکتری  بیماریزایی) 1-1-1
که در سطح آن بیان  1به طور معمول با کمک پروتئین های چسبندگی سلولیاوره آپلاسما اوره آلیتیکوم باکتری 
می شوند به سطوح موکوسی انواع سلول های انسانی مانند: اریتروسیت ها،  اسپرماتوزوآ و سلول های مجاری 
 ،است 0آنتی ژن چند نواری  به نام یک لیپوپروتئین سطحی کلیدی آنها 5. فاکتور واگیریادراری متصل می شوند
 )RLT( 2به واسطه ی گیرنده های شبه تال )BkFN( 4بیای کاپا که مکانیسم عملکرد آن فعال سازی فاکتور هسته
 AgI  خود نشان داده که می تواندنیز از   6 Aایمونوگلوبولین  ئازی علیهتاین باکتری فعالیت پرو. )51(می باشد
 AgI ایمونوگلوبولین غالب ترشحی سطوح مخاطی است ، پروتئاز AgIمخاطی را تخریب کند. از آنجایی که 
احتمالا استقرار میکروارگانیسم ها را از طریق تخریب اجزای مهم سیستم ایمنی مخاطی تسهیل می کند.سایر 
و   C, Aز فعالیت اوره آزی، فسفولیپازهای م شامل آمونیوم تولید شده امیکروارگانیسورهای بیماریزایی این فاکت
 .)41, 01(توانایی تشکیل بیوفیلم می باشند
 :آلیتیکومآپلاسما اورهاوره اهمیت بالینی)2-1-1
 :و پیامد های معکوس بارداری ناباروریارتباط با  )1-2-1-1
اکثر زنان دارای مشکلات ناباروری دچار تغییرات التهابی در لوله فالوپ و نواحی احاطه کننده ی صفاق ناشی از 
می باشند از این رو عفونت ها ی مجاری تناسلی تحتانی  ناشی از آن به طور   اوره آپلاسما اوره آلیتیکومعفونت 
مستحکم در نا باروری زنان مستدل شده است. علاوه بر آن ممکن است با ایجاد بیماری التهاب لگنی منجر به 
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. همچنین حضور این عامل عفونی در )6( آسیب لوله های فالوپ ودر نتیجه باعث بارداری خارج رحمی شوند
قدرت حیاتی اسپرم و افزایش شمار ، نمونه های سمن افراد نابارور منجر به کاهش تحرک ،سرعت پیشروی
 لکوسیت ها به عنوان منبع اصلی گونه های فعال ،لکوسیت ها ودر نتیجه کاهش کیفیت وحجم سمن می شود
می  پید و ازبین بردن تمامیت غشا باعث آسیب به اسپرمیاکسیژن تلقی شده ،این عوامل از طریق پراکسیداسیون ل
داشته  وجودبا فقدان اسپرم  در مایع سمن  بین وفور این میکرو ارگانیسم ها شوند. همچنین ارتباط چشمگیری
امل عفونت این باکتری یکی از عو ، همچنین .)61, 21( به نقش آنها در ناباروری مردان اشاره دارد که این یافته ها
ولد زودرس ت التهاب کوریو آمنیون ، ،وقوع سقط خود به خودی های جنینی بوده که با نتایج معکوس بارداری نظیر
ازعاملین عمده ی بیماری و  ومرتبط بوده   )MORPP( 1خودبه خودی ، از هم گسیختگی نابالغ و زودرس غشاها
مکانیسم های احتمالی شامل محصولات سمی میکروبی  به شمار می روند،مرگ و میر در مراحل پیش از نوزادی 
پلاسما به آاوره  .)71, 4( می باشدجفتی ، عفونت اندومتریوم و التهابات آبشاری طی بارداری  –، عفونت جنینی 
برده  این ارگانیسم می تواند به حفره های آمنیونی تهاجم ،طور پیوسته با التهاب بافتی کوریو آمنیون مرتبط بوده 
ز ، زمانی که هنوبدون دردو یک واکنش التهابی شدید  و برای هفته ها در آنجا به طور مداوم حضور داشته باشد
همچنین شناسایی آنها در بافت ها ی رحمی اشاره به نقش آنها در تب بعد . ایجاد کندغشاها دست نخورده اند 
زودرس تولد  یکی از عوامل عمده یناشی از این ارگانیسم عفونت داخل رحمی  ،از زایمان یا سقط داشته است
حضور درون رحمی آن به ویژه مواردی که در کمتر از هفته ی سی ام بارداری رخ داده اند می باشد. علاوه بر آن 
وده که احتمالا گلاندین ها مرتبط بابا یک میزان افزایش یافته ی سیتوکاین ها ، ماتریکس متالو پروتئیناز و پروست
 .)91, 71(می باشند MORPP همه ی آنها مسیر های سببی یا پیش ساز برای زایمان زودرس خودبه خودی و
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 :ارتباط با بیماری های تنفسی نوزادان) 2-2-1-1
 % 34با بیماری های ریوی نیز در ارتباط بوده به طوری که استخراج آن از تراشه های تنفسی بیش از اوره آپلاسما
ساعت بعد از تولد وهمچنین از خون مادر وبند ناف در زمانی مشابه گزارش  45-30نوزادان تازه متولد شده ، 
د عفونت در نوزادان تازه متولد شده شده است. این موارد نشان دهنده ی شواهدی مبنی بر انتقال عمودی و رخ دا
با باکتری کلونیزه شده  % 39بیش از گرم ،زمانی که مادر با میزانی 331می باشد. مولدینی با وزن تولد کمتر از 
 مواجهه ی جنین با عفونت: زایی محتمل در این مورد شامل  باشد در مواجهه با خطر بالای عفونت هستند. بیماری
و انتشار هماتوژن ازجفت به بند  افزایش ناشی از اوره آپلاسما،عبور از یک کانال تولد آلودهداخل رحمی رو به 
ندرم سمیان شایعترین بیماری های تنفسی  نوزادان ناشی از عفونت اوره اپلاسما می توان به  از ناف می باشند.
 .)15, 35( اشاره کرد  0پنومونی و )DPB(5یویدیسپلازی ر،   )SDR(  1زجر تنفسی
 :زجر تنفسیسندرم 
یکی از از عوامل عمده ی مرگ و میر در نوزادان نارس بوده که توسط عدم بلوغ قلبی به همراه کمبود سورفاکتانت  
 4در فضای آلوئول ها ایجاد می شود و اغلب با خون ریزی داخل بطنی، مجرای شریانی و بیماری های مزمن ریوی
وره ا در مجاری ادراری یا تناسلی تحتانی کلونیزه می شوندمرتبط می باشد. در میان عوامل عفونی که  )DLC(
نوزادان مبتلا به سندرم زجر تنفسی میزان افزایش  .)55( داشته است DLC آپلاسما ارتباط تنگاتنگی با پیشروی 
 –نشان داده و این پاتوژن ازهردو نمونه های درون نایی و مایع حلقی  یافته ی آنتی بادی علیه اوره آپلاسما را
بینی  نوزادان مبتلا جداسازی شده است. پاتوژن جدا شده از ترشحات درون نایی نشان داد که عفونت جنین می 
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تواند در رحم رخ داده یا به طور متناوب توسط انتقال عمودی در حین تولد از مادر به نوزاد منتقل شده وباعث 
مکانیسم ها ی درگیر درایجاد  پلازی ریوی شودیا دیس تحریک بلوغ نارس ریه و ابتلای نوزاد به بیماری مزمن
توسط اوره آپلاسما ، افزیش تولید فاکتور های  2Aشامل ممانعت از سورفاکتانت ریوی با تولید فسفو لیپاز SDR
مولکولها ی چسبندگی بین سلولی محلول می باشد که باعث آسیب    و همچنین پیش التهابی نظیر: اینترلوکین ها
  .)35( ریه می شوند
 :دیسپلازی ریوی
هفته بعد از تولد نیازمند مکمل اکسیژنی برای تنفس می  75 ،یکی از بیماری های تنفسی است که نوزادان مبتلا
نتایج به دست آمده از تعداد کثیری از ، باشند. دیسپلازی ریوی یک بیماری چند عاملی محسوب می شود 
 بوده است DPB در مجاری تنفسی و پیشروی نشان دهنده ی ارتباط مستقیم کلونیزاسیون اوره آپلاسما ،مطالعات
طی مطالعات انجام شده مشخص شد که عارضه های تنفسی مرگ ومیر ناشی از آنها در مواردی که به طور  .)05(
یا  DPBخطر سایر پیامدهای مداوم توسط اوره آپلاسما کلون شده اند به طور چشمگیری بالا بوده ، به طوری که 
 اسیونفاقد کلونیز که استبربیشتر ازنوزادانی مرگ و میرناشی از بیماری های ریوی در این نوزادان چهارونیم برا
عفونت های پیش از نوزادی با این ارگانیسم احتمالا آبشارهای  این باکتری در مسیرهای تنفسی خود می باشند.
التهابی را در ریه افزایش و رشد آلوئول ها را به طور مستقیم یا در ارتباط با اکسیدان ها و تهویه ی ناشی از آسیب 







 1پنومونی با جداسازی ارگانیسم از ریه ی نوزادان مرده متولد شدهنقش بالقوه ی باکتری اوره آپلاسما در ایجاد 
مبتلا به این بیماری مشخص شد .شواهد نشان دهنده ی نقش سببی این باکتری در پنومونی مادرزادی شامل: 
ساعت پس از تولد به همراه 41استخراج باکتری از کشت خالص مایع آمنیونی ، ریه ی آسیب دیده ی نوزادان 
  علیه اوره آپلاسما در نوزادان می باشند. )MgI( 5Mایمونوگلوبولین  خ التهابی حاد وپاسخ اختصاصییک پاس
م را در کلونیزاسیون این ارگانیس ،بررسی های انجام شده با استفاده از رادیوگرافی قفسه ی سینه از نوزادان مبتلا
مجاری تنفسی تحتانی آنها در مقایسه با نوزادانی که نتایج کشت آنها منفی بود نشان دادند. همچنین پنومونی در 
، دو برابر حالت معمول بوده است. این یافته ها شروع یک پاسخ  برای اوره آپلاسما گروهی با نتایج مثبت کشت
 .)25( درون رحمی را پیشنهاد می دهندالتهابی و آسیب ریه ی 
 :یوی) ارتباط با نارسایی های کل3-2-1-1
به طور مکرر از ادرار بیمارانی با سنگ های کلیوی عفونی نسبت به بیمارانی با سنگ های متابولیک  اوره آپلاسما
جداسازی شده اند، این میکروارگانیسم ها باتجزیه ی اوره توسط آنزیم اوره آز باعث متبلور شدن استروویت شده 
ادراروآسیب مستقیم به سلول های اپی تلیال دستگاه  HP وخطر تشکیل سنگ های استروویت را به دلیل افزایش
های ادراری با تولید آمونیاک افزایش می دهند این باکتری ها در درزهای سنگ های ادراری جایی که عوامل ضد 
میکروبی توانایی نفوذ به آن را نداشته مستقر شده ، از این رو عفونت مداوم منتج به رشد سریع سنگ ها وپر شدن 
یا بخش لگن خاصره ی کلیوی در مدت زمان چند هفته یا ماه می شوند. علاوه بر آن عفونت های ناشی از همه 
این میکروارگانیسم اختلالات مکرر مشاهده شده دربیماران همودیالیزی وپیوند کلیه بوده و یک فاکتور خطر 
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تعداد افزایش یافته به عفونت های اس .پراهمیت در رد پیوند و علت عمده ی مرگ و میر در این جمعیت می باشد
ناشی از نقص سیستم ایمنی اولیه و سرکوب ایمنی  شدید به دلیل تداخل ایمنی ایجاد شده توسط بیماری ها ی
               .)65, 1( است
 :عفونت هاارتباط با سایر )1-2-1-1
از موارد عفونی دیگری که نقش سببی اوره آپلاسما در بیماری زایی آنها مشخص شده می توان به عفونت های 
و غیر  1و التهاب مجاری ادراری غیر کلامیدیایی سیستم عصبی مرکزی، باکتریمی، التهاب پروستات حاد
. همچین یک مورد ابتلا به بیماری خود ایمن دیابت بی مزه  و آرتریت واکنشی به )75(اشاره کرد 5گونوکوگی
دنبال عفونت با این باکتری گزارش شده است، در این مورد ایجاد پاسخ ایمنی علیه آنتی ژن باکتری با تولید آنتی 
کننده ی هورمون ضد ادراری وازوپرسین مرتبط بوده که پیشنهاد بادی های اختصاصی  علیه سلولهای ترشح 
دهنده ی حضور اپی توپ های مشترک آنتی ژنی در ساختار آنها می باشد به این ترتیب که عامل عفونی با به 
اشتراک گذاری ساختار مشابه با آنتی ژن های خودی باعث تحریک یا سرعت بخشید ن به بیماری خود ایمن می 
یا  )VIH( 3 . علاوه بر آن این میکرو ارگانیسم ممکن است استعداد ابتلابه ویروس نقص ایمنی انسانی)75(شود
 .)95(آنها افزایش دهد ط با از هم گسیختن مخا را از طریق توسعه ی تکثیر ویروسی درون سلولهای التهابی  ایدز
  :راهکار درمانی) 3-1-1
 هآپلاسما اوراورههای ناشی از به عنوان تنها عامل ضد میکروبی در دسترس برای درمان عفونت 4گرچه ماکرولیدها
های بالینی تصمیم گیری در مورد اینکه کدام آنتی در نوزادان شناخته شده اند، با این وجود در زمینه آلیتیکوم
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بیوتیک مورد استفاده قرار گیرد مشکل است. دوکسی سیلین به دلیل سمیت آن گزینه ی مناسبی نبوده، مگر در 
. به این ترتیب ارائه ی پیشنهاد خاص برای باشدجداسازی شده  )FSC( 1نخاعی_مواردی که باکتری از مایع مغزی
های ناشی از . چرا که طیفی از بیماری)30(نوزادان یا زنان باردا دشوار است درمان عفونت های اوره آپلاسمایی
ها این باکتری به طور کامل شرح داده نشده است و مطالعات بالینی که نشان دهنده ی کارایی موثر آنتی بیوتیک
 ی دارویی قابل انتخاب، بلکه علائم و. بنابراین نه تنها محدودیت گزینهباشند بسیار نادر هستند 5در داخل بدن
های واقعی از شرایطی که تحت آن درمان باید ارائه شود، دوز داروی تجویزی و طول دوره ی درمان نیز از نشانه
باشند. آنتی بیوتیک درمانی یک روش درمانی استاندارد برای از هم گسیختگی زودرس موارد چالش بر انگیز می
ونی ی آمنینی باکتری یا کاهش التهاب در حفرهغشاها می باشد، با این وجود رژیم های استاندارد برای ریشه ک
استفاده از آزیترومایسین  )IAI(  0. در یک مطالعه ی تجربی بر روی عفونت درون آمنیونیموفقیت آمیز نبوده است
به تنهایی یا به همراه دگزومتازون و ایندومتاسین مانع آسیب به ریه ی جنین شد. علی رغم حساسیت اوره آپلاسما 
 های اول پس از تولد نوزادان زودرسن در هفتهآ، استفاده ی بالینی از 4و مایسین در شرایط ازمایشگاهیبه اریتر
 . اخیرا در یک مطالعه)10(رضایت بخش نبوده است DPBین ارگانیسم، به منظور پیشگیری ازکلونیزه شده با ا
عفونت ما، نت اوره آپلاسوی پیشگیرانه از آزیترومایسین در یک مدل نوزادی مبتلا به عفاستفادهنشان داده شده که 
ی کارایی آزیترومایسین ، در صورت تزریق آن ها پیشنهاد دهنده. این یافته را کاهش و نتایج را بهبود داده است
 .)50(بلافاصله پس از تولد است
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های کشت آلیتیکوم محستوب می شتود. محیط آپلاستما اوره روش کشتت ، استتاندارد طلایی در تشتخیص اوره 
آگار و محیط  1شپرد B01و آگار، محیط آبگوشت  4PSمعرفی شتده برای اوره آپلاستما شامل: محیط آبگوشت 
های پردازش شده برای تلقیح در محیط کشت ، به منظور و آگار می باشند. در این روش نمونه  OLPPآبگوشت 
ت ها و نیز غلبه بر کاهش سریع قابلیت زیسها و سایر مهار کنندهها ، آنتی بیوتیکجلوگیری از تداخل آنتی بادی
ی درجه 70های تلقیح شده در آبگوشتت  .ز  مورد رقیق ستازی قرار می گیرند صتورت جز  به ج در کشتت به 
 5جددمهای رشد کرده یک کشت سپس از باکتری. شوندحضور فنل رد (معرف اسیدیته) انکوبه می سانتیگراد در
داد بین تعمد، را نشتتتان می ده رنگدر محیط آبگوشتتتت بر روی آگار تهیه می شتتتود. بالاترین رقتی که تغییر 
اینکه کشت از  . با وجودمی باشد 0ارگانیستم های حاضتر در نمونه به صورت تغییر رنگ واحد در هر میلی لیتر 
اختصتاصتیت مناستب و هزینه ی نسبتا پایینی برخوردار بوده ، ولی دارای معایبی نظیر: زمانبر بودن ، مستعد به 
 .)40, 00( تمایز سروارها می باشدنیز عدم توانایی در  آلودگی ، حساسیت پایین و
 :) روش سرولوژیکی2-1-1-1
روش پیشنهادی دیگر برای تشخیص اورهآپلاسما روش سرولوژیکی و به طور عمده تکنیکهای 
میکروایمونوفلورسنس4 ، مهار متابولیسم2 و الیزا6 می باشد. اما نقش فلور نرمالی این باکتری در افراد سالم ، تفسیر 
                                                 
 htorb B 01 s’drapehS 1
 erutlucbuS 2
 )lm/UCC( retil ilim rep stinu gnignahc ruoloC3
 ecnecseroulfonummi orciM 4
 noitibihni msilobateM 5
 yassaonummi emyznE 6
 21
 
را در نمونه های بالینی با مشکل مواجه می کند. از معایب دیگر این روش می توان به نیاز تیتر آنتی بادی علیه آن 
 MgI  و  GgI هت جهت تا یید تغییرات سرمی همزمان ایمونوگلوبولین های دوران نقا  به نمونه های سرمی حاد و
مشکل در تمایز عفونت های جدید از عفونت های قبلی ، زمانبر بودن و واکنش متقاطع با سایر ارگانیسم هااشاره 
  . )41, 4( کرد. علاوه بر آن هیچ ارزیابی سرولوژیکی برای اوره آپلاسما به صورت استاندارد تعریف نشده است
 :های حساسیت آنتی بیوتیکیتست )3-1-1-1
 امل:هایی از آنها ش شود که نمونهوتیکی برای اوره آپلاسما استفاده می یچندین روش تست حساسیت آنتی ب
 می باشند. tset Eو  5، روش رقیق سازی آگار 1آبگوشت میکرو رقیق سازی
 :میکرو آبگوشتوش رقیق سازی ر _
با غلظت  که خانه ای حاوی غلظت های رو به کاهشی از آنتی بیوتیک 69این روش از یک پلیت میکروتیتر 
انکوبه ل حاصترکیب استفاده کرده و  ،آبگوشت مخلوط شده در محیطها  میلی لیتر) از ارگانیسم 314استانداردی (
این روش امکان ارزیابی چندین حاوی اوره می باشد. OLPP یا  B01می شود. محیط مورد استفاده ، آبگوشت 
زیابی . اما از آنجایی که زمان قرائت و مقدار تلقیح ، ارآنتی بیوتیک را در یک پلیت میکروتیتر مشابه فراهم می کند
 آلودگی با ارگانیسم هایاحتمال تحت تاثیر قرار می دهند این روش نیازمند استاندارد سازی است، و نیز  را
 .)20(به آنتی بیوتیک هم وجود دارد.  مقاوم ناهمگون
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 :روش رقیق سازی آگار -
مبتنی برتلفیق رقت های دو برابری عوامل ضد  ،CIM  1حداقل غلظت مهاری روش رقت آگاربرای تعیین
 از عوامل ضد میکروبی با پلیت های آگار ذوب شده است که هر پلیت دربر گیرنده ی غلظت های متفاوتی
از معایب این روش  .)60(برای این منظور می توانند استفاده شوند.  OLPPو 8Aاست. محیط های  میکروبی 
رای اجرا ونیز تفسیر نقاط راهنمای جامع از هیچ نمایندگی تنظیمی بگونه هیچ  توان به عدم وجودمی
 .)70, 41(اشاره کرد   CIMانفصال
 : ) روش های مولکولی1-1-1-1
  .می باشند laer-emit-RCPو 5 RCPروش ها ی مولکولی مورد استفاده جهت شناسایی اوره آپلاسما شامل   
بر اساس تکثیر قطعه ی ژنی مرتبط با پاتوزن مورد نظر با استفاده از پرایمرهای اختصاصی بوده که   RCPروش -
 .)70(متعاقبا جهت آشکارسازی قطعه ی تکثیر شده با ژل الکتروفورز همراه می شود
یک سیستم شناسایی کمی مبتنی بر تکثیر با استفاده از پرایمرهای اختصاصی به همراه  RCP emit-laer روش -
ی ژن هدف می باشد. در این روش فعالیت آنزیمی جهت تکثیر سبب تجزیه مکمل بخشی از یک پروب فلورسنت
-laerپروب و ایجاد سیگنال شده که در نهایت یک مقدار کمی از قطعه ی هدف به دست می دهد. گرچه روش 
،تعیین کمیت دقیق  ANDصاصی تکثیر و شناسایی همزمان توالی اخت  ;مزایایی نظیربه دلیل دارا بودن  RCP emit
مرسوم شده است، با این  RCPهدف آغازی، حساسیت و اختصاصیت بالا و خطر آلودگی پایین جایگزین روش 
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وجود مواردی نظیر: نیازمندی به واکنشگرهای اختصاصی، تجهیزات گران قیمت و پرسنل متخصص از جمله 
 .)90( محدودیت های آن به شمار می روند
همانطور که در بخش های قبلی بیان شد تاکنون تعدادی از روش های تشخیصی جهت شناسایی باکتری اوره  
ن یک دآپلاسما اوره آلیتیکوم توسعه یافته و به کار گرفته شده اند، ولی با این وجود این روش ها به دلیل دارا بو
تشخیصی یا هزینه ی بالای تجهیزات مورد استفاده ز لحاظ حساسیت و اختصاصیت ) ا4-1-1( سری کاستی ها
ازند.از س و نیز نیاز به پرسنل متخصص در این زمینه، تشخیص به موقع و دقیق این باکتری را با مشکل مواجه می
 عظیمی در تشخییص های مولکولی به ارمغان آورده است این رو فناوری نانودر طی سال های اخیر پیشرفت های
ریع، دقیق سساده، که در این میان سیستم های رنگ سنجی مبتنی بر نانوذرات طلا با فرآهم کردن امکان تشخیص 
، به عنوان روش جایگزین به طور گسترده ای جهت شناسایی و تعیین ویژگی پاتوژن ها مورد و مقرون به صرفه
 گرفته است. استفاده قرار
 : نانوتکنولوژی) 5-1-1
فرآهم می آورد،   ساخت ماشین های مولکولی با دقت اتمی را فرآیندی را که امکانریچارد فاینمن  9291در سال 
های فاینمن اصطلاح نانوتکنولوژی را برای با تکمیل توصیف 6791و اریک درکسلر در سال  .)34(توصیف کرد
وتکنولوژی به دانش طراحی وتولید ساختارها، ابزار و سیستم ها در مقیاس نانو در واقع نان این فرآیند به کار برد.
که در مواجهه با محرک های خاص پاسخ های معینی  اشاره دارداز طریق تغییر مواد در سطوح اتمی و مولکولی 
 گویمی باشد که می تواند به صورت مقایسه ی ابعاد یک متر  31 -9برابر با یک نانومتراز خود بروز می دهند. 
خواص بروز یافته از مواد در مقیاس نانویا نانوذرات  .شیشه ای کوچک در برابر ابعاد کره ی زمین نیز بیان شود
 غذا ، نساجی،طراحی و ساخت برنامه های کامپیوترینظیر منجر به کاربرد آنها در طیف وسیعی از زمینه ها 
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اعضای مصنوعی، دارو رسانی و تشخیص) شده )، دامپزشکی، مراقبت های بهداشتی و زیست پزشکی((کشاورزی
 .)54, 14( است
 :) نانوذرات1-5-1-1
آنها از مواد مختلفی  .تعریف می شوندنانومتر  331کوچک تر از  ابعاد باذراتی  ، به طور معمول به عنوان نانوذرات
ویژگی های سطحی و برهم کنش با سیستم سه گوش و غیره)، ، (کروی، میله ایتشکیل شده و در اندازه، شکل
 ،ات اغلب به صورت پودر خشک بودهنانوذر رایج شکل تجاری .)04( های زیستی با یکدیگر متفاوت هستند
نانوذرات به . )44( مورد توجه هستندبه صورت سوسپانسیون در محلول های آلی یا آبی نیزنانوذرات همچنین 
 در تشخیص ، به طور وسیعیمرتبط با اندازه و رفتار سطحی آنهاویژگی های  یک سری  دلیل برخورداری از
ویژگی  هجملمولکول های زیستی مانند اسیدهای نوکلئیک، پروتئین ها و آنتی بادی ها به کار گرفته شده اند. از
تصال به قابلیت ا ،ساختاریجسته کننده ی نانوذرات به عنوان وسیله ی تشخیصی می توان به  پایداری رهای ب
نسبت بالای سطح به حجم و خصوصیات نوری، الکتریکی انومتر)، ن 1-331ندازه ی بسیار کوچک(ا مولکول هدف،
ویژگی های ذکر شده منجر به استفاده از  .)24( و مغناطیسی(وابسته به اندازه، شکل وترکیب) آنها اشاره نمود
الکتریکی و  ، 5رنگ سنجی ،1نانوساختارها در روش های تشخیصی مختلف نظیر روش های مبتنی بر نور سنجی
شده است. از جمله نانو ساختارهای مورد استفاده در تشخیص  4(هدایت سنجی) و طیف سنجی0الکتروشیمیایی
 نانوسیم ها،نانولوله ها و نانوذرات فلزی می باشندزیست مولکول ها شامل نانوذرات مغناطیسی، نقاط کوانتومی، 
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به دلیل استفاده از نانوذرات فلزی در این تحقیق، ویژگی های آنها با جزئیات بیشتری مورد بررسی قرار  .)64, 44(
 گرفته است.
 :) نانوذرات فلزی2-5-1-1
فلزات جامد بوده و می توانند از یک نوع یا آلیاژی از چند نوع فلز باشند. کاهش نوذرات فلزی شکل پودری نا
ناشی از اثرات رزونانس آنها(به  اندازه ی فلزات در مقیاس نانو، اغلب منجر به ظهور پدیده های منحصر به فرد
ین ، از امی شود که در فلزات حالت توده قابل مشاهده نمی باشند ویژه پدیده های مرتبط با خواص نوری آنها) 
ر د در این میانرو مسئول اکثر ویژگی های کاربردی نانوذرات خاصیت نوری و برهمکنش آنها با نور می باشد.
 ناشی ازتغییر شکل، اندازه و ترکیب طلا و نقره به دلیل خواص نوری برجسته ی فلزی نانوذرات دهه های اخیر،
در زمینه های تحقیقاتی مختلف جایگاه ویژه ای را به خود آنها ونیز سمیت پایین و زیست سازگارپذیری بالا، 
ویژگی های رزونانس این نانوذرات، کاربرد آنها مثال های رایج و قدیمی استفاده از . )74(اختصاص داده اند
 .)74(ی سرامیک ها و شیشه آلات می باشنددررنگ آمیز
 :نوری نانوذرات فلزیخواص  )3-5-1-1
می باشد،  این ذرات )RPS( 1بارزترین ویژگی مرتبط با پدیده ی نوری نانودرات فلزی رزونانس پلاسمون سطحی
 مسئول تغییر رنگ این نانوذرات شده ودر اثر برخورد با نورایجاد فلزکه از نوسان جمعی الکترون های آزاد هدایت 
در ناحیه ی مرئی و فرابنفش طیف الکترومغناطیس  RPSاین نانوذرات دارای جذب نوری قوی وابسته به  .می باشد
. پیک پلاسمون و رنگ نانوذرات تحت شودآنها در این ناحیه  می  برای طیف جذبی قوی باعث ایجاد هک هستند
خروج شماری از در واقع   .)94( شوند تاثیر شکل و اندازه ی آنها بوده و با تغییر این پارامترها دچار تغییر می
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با برخورد تابش  به گونه ای که می شود. 1الکترون های هدایت از حالت تعادل سبب وقوع پدیده ی پلاسمون
پلاسمایی  با یک فرکانس و می گیرد الکتریکی قرارترل میدان نالکترون ها تحت کاین الکترومغناطیسی، حرکت 
رکانس ف ارتعاش این پلاسمای کمی را پلاسمون می نامند. ،خاص نسبت به هسته با بار مثبت ارتعاش می کنند
در برابر جاذبه ی آنها نسبت به هسته ی مثبت  را نور برخوردی، فرکانس طبیعی نوسان الکترون های سطحی
، 0مقدار موثر الکترون ها ،5الکترون هاچگالی  حت تاثیر عواملی نظیراین پلاسمون ت فرکانس توصیف می کند.
یک پیک  که دارای 2در مقایسه با اکثر فلزات گروه واسطه .)12, 32( قرار می گیردبار  4شکل و اندازه ی توزیع
و مس یک پیک پلاسمون  مانند طلا ، نقره 6ضعیف و پهن در محدوده ی ناحیه ی فرابنفش می باشند،فلزات نجیب
قوی در ناحیه ی مرئی طیف الکترومغناطیس به خود اتخاذ می کنند. خواص نوری نانوذرات فلزی علاوه بر 
نیز بستگی دارد به طوری که نانودرات مس با دارا بودن  7به ماهیت گذارهای بین باندی رون های آزاد هدایتتالک
گذارهای بین باندی قوی که با انرژی های رزونانس هم پوشانی دارند یک پاسخ نوری کاهش یافته از خود بروز 
. از طرف دیگر جدائی ایندو مولفه از )52( که به صورت ضعیف و پهن شدگی پیک نمایان می شود می دهند
ونانس ی شدت پیک رزی بر رومکه گذارهای بین باندی تاثیر منفی کیکدیگر درنانوذرات طلا و نقره باعث شده 
داشته باشد و در نتیجه الکترون های آزاد هدایت آزادی تحرک بیشتری داشته و با پلاریزاسیون بالایی که ایجاد 
ت ااعث تشکیل پیک پلاسمون در فرکانس های بالا با پیک باریک می شوند. از آنجایی که مقاومت فلزبمی کنند 
طلا و نقره در برابر اکسیداسیون نسبت به مس بالا بوده، استفاده از این نانوذرات در روش های مبتنی برنور ترجیح 
  تقریبی برابر با پلاسمونی رزونانس جذبی پیک  7خاموشی ضریب با داده می شود. نانوذرات فلزی به ویژه طلا
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نسبت به رنگ دانه های جاذب قوی، در روش  یمقطع بزرگترسطح  بر مول در سانتیمتر مربع ویک 31-9تا 31-31
 . )02( های رنگ سنجی مورد استفاده قرار می گیرند
  : ) انواع پلاسمون سطحی1-3-5-1-1
ر دپلاسمون سطحی برسه نوع پلاسمون سطحی آکوستیک، مستقر و انتشاری می باشد که به اقتضای کاربرد آنها 
 به توضیح دو مورد اخیر پرداخته می شود.این تحقیق 
حی در حجم های کوچک نظیر نانوذرات فلزی پلاسمون سط برانگیختگی نوری  :1تقرالف) پلاسمون سطحی مس
ضعی مو های این میدان در مقیاس نانو از میدان های الکترو مغناطیسی می شود. منجر به ایجاد سلول های فضایی
زمانی که طول موج های نور زمینه با فرکانس پلاسمون الکترون های هدایت آن ذره منطبق باشد به یک حداکثر 
. در نانوذرات پلاسمونی، این شناخته می شود  )RPSL(5رد که با عنوان رزونانس پلاسمون سطحی مستقنمی رس
یک پیک جذبی مشخص در محدوده ی فرکانس مرئی و میدان های الکترومغناطیسی قوی در سطح ذره  RPSL
با جابه جائی الکترون های متحرک و القا دو قطبی بر سطح  که حجم موضعی پیرامون نانوذره رابه دست می دهد 
 به این معنا  ،) 1-1 (شکلباعث ایجاد بارهای مخالف روی سطح ذرات مجاور می شود نیزکرده وپلاریزه  آن
زونانس را متاثر می سازد که به صورت نانوذره و محلول، موقعیت های ر که برهمکنش ها در حدفاصل مرز بین
, 32((تغییر در جذب/پخش یا خاموشی) و تغییر رنگ محلول نانوذره قابل شناسایی است  RPSLیک تغییر در
 2نوری نانوذرات ناشی می شود که در مجموع با عنوان پیک خاموشی 4و پخش 0از جذب RPSL پیک .)42
کل بسته به شکل و اندازه ی  RPSLنسبت به  نانوذره شناخته می شود، سهم نسبی هر یک از این دو پدیده
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به جز  جذب پیک خاموشی تمایل داشته در حالی ظم نانوذرات می باشد به طوری که ذرات کوچک با اشکال من
انو . با افزایش اندازه ی ندهند میکه ذرات بزرگتر با اشکال نامنظم سهم بیشتری از پخش را به خود اختصاص 
 ،نانومتر سهم پلاسمون پخش افزایش می یابد. بهره ی نسبی نانوذرات از دو جز  پیک خاموشی 37تا  35ذرات از 
برای مثال نانوذرات بزرگتر در تکنیک های  ) 5-1(شکلتعیین کننده ی کاربرد آنها در زمینه های مختلف می باشد










نی (منحو خاموشی (منحنی آبی)پخش)، قرمز(منحنی جذب های پیکاز نانوذرات کروی طلا بهره وری نسبی محاسبه ی  )5-1شکل 
وابستگی نسبت سطح مقطع پخش به جذب به   D(نانومتر 37 )C(نانومتر:   34  )B(نانومتر: 35 )A(در ابعاد طبق تئوری می  سبز)
 .)72(اندازه ی نانوذرات کروی طلا 
 
پلاسمون به برانگیختگی الکترومغناطیسی اطلاق می شود، که در آن  این نوع از :1ب) پلاسمون سطحی انتشاری
میدان الکترومغناطیسی موجود در محیط دی الکتریک با نوسان جمعی الکترون های فلز جفت شده و در امتداد 
حرکت امواج الکترونی در  .)92(حی قطبیده نیز شناخته می شودطمی شود که با عنوان پلاسمون س فلز منتشر
احی ه میدان های الکتریکی ناشی از این نوک سطح فلز، باعث ایجاد تناوبی از نواحی با بار مثبت و منفی می شود
 .)36(با بار مخالف به طور نمائی از سطح فلز حذف می شوند
 
                                                 




 . )16(انتشاریسطحی ) پلاسمون 0-1شکل 
 :نوری نانوذرات طلا ) محاسبات کمی خواص1-5-1-1
در اندازه های مختلف محاسبه ی کاملی از ویژگی های نوری نانوذرات طلا  ارائه شد، 7391که در سال  تئوری می
ذرات با یکدیگر و نیز برخورد یک موج صفحه ای به . در این تئوری فرض بر عدم برهمکنش به دست می دهد
پاسخ نوری نانوذرات به این موج صفحه ای به صورت نانوذرات کروی و یکنواخت طلا گرفته شده است. 
شناخته شده وبه  (1Ctxe)، که به عنوان سطح مقطع خاموشی ارتعاشات الکتریکی و مغناطیسی بازتاب می شود
تعریف می شود. برای   (0Cacs) و سطح مقطع پخش   (5Csba )مجموعه ی دو پارامتر سطح مقطع جذبصورت 
موج نور برخوردی، فقط سطح مقطع جذب درمعادله در نظر گرفته شده و سطح ذرات کروی کوچکتر از طول 
 .)06 ,56( مقطع پخش برای آنها قابل چشم پوشی است
به    Ɛr  و   Ɛi ˓Ɛm . در این معادلهمی باشدتئوری می برای نانوذرات کروی  نشان دهنده ی )1-1(معادله ی
ذره  رضیفو  ثابت دی الکتریک واقعی ˓ترتیب نشان دهنده ی پارامترهای ثابت دی الکتریک محیط اطراف ذره
  Ɛr = -Ɛ2mطبق معادله زمانی که شرایطبه تعداد نانوکره های طلا به ازای هر واحد حجم اشاره دارد.  Nبوده و 
  )46, 56( می رسد (رزونانس) فراهم باشد پیک پلاسمون به یک میزان حداکثری









نانومتر واقع شده  352در ناحیه ی   رات کروی طلابه طور معمول موقعیت پیک پلاسمون رزونانس برای نانوذ
است، که با افزایش اندازه و سهم پلاسمون پخش ذرات، این موقعیت تغییر کرده و به صورت کاهش شدت پیک، 
 .)4-1کل (ش ،)26( جابه جایی به سمت قرمز و افزایش پهنای پیک قابل مشاهده می باشد
 
 
  .)72()پیک خاموشی نانوذرات کروی طلا در قطر های مختلف4-1شکل 
 
                 :عوامل موثر بر پیک پلاسمون سطحی) 1-4-5-1-1
 :ثابت دی الکتریک محیط) 1-1-4-5-1-1
یکی از عوامل عمده ی موثر بر خواص پلاسمونی نانوذرات فلزی تغییرات ثابت دی الکتریک محیط می باشد به 
ن رهای مخالف الکترومجدد بین با  طوری که افزیش در مقدار آن با افزایش شدت جذب و کاهش نیروی بازیابی
بالاتر جابه جا می کند که منجر به ایجاد پدیده ی تشدید های  پلاسمون را به سمت طول موج، پیک های هدایت 
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ضریب  دو برابر فلزدر فرکانس پایین تر می شود. در مورد نانوساختارهای کروی زمانی که ضریب دی الکتریک 
  .)66(الکترونی رخ می دهدمحبط باشد ، تشدید نوسان دی الکتریک 
 :شکل و اندازه ی نانوذرات) 2-1-4-5-1-1
، شوند ساختهاندازه و اشکال متفاوتی (مانند میله ای، کره ای، ستاره ای وسه گوش)  رنانو ذرات فلزی می توانند د
که هر یک ویژگی های پلاسمونی متفاوتی نسبت به یکدیگر از خود بروز می دهند. برای نانوذراتی نظیر طلا 
از طریق کنترل شکل و اندازه، می توان تقریبا هر رنگ یا باند جذبی را در محدوده ی طیف مرئی تا فروسرخ ونقره 
درواقع تغییر شکل هندسی نانوذره با تغییر سطح چگالی میدان الکتریکی بر روی سطح فرکانس  )76(ایجاد کرد
ارتعاشی الکترون ها را تغییر داده که منجر به ایجاد برش عرضی متفاوتی برای جذب و پخش می شود. تعداد 
 هی باشد به گونه ای که نانوذرات متفارن  مانند نانوکروذرات بر حسب نحوه ی تقارن آنها متفاوت منپیک های نا
در صورتی که نانوذرات متقارن نظیر نانومیله ها دارای دو پیک  ) 1-1( شکلیک پلاسمونی داشتهپتنها یک  ها
نانومتر و یک  302عرضی مرتبط با نوسان الکترون ها حول محور کوچکتر نانومیله در  ، شامل یک پیکپلاسمونی
ی ول موج بالاترطدر  که بوده ارتعاش الکترون ها حول محور طولی نانومیله ها  از پیک پلاسمونی طولی ناشی
. تغییر اندازه ی نانوذرات نیز بر )76( مشخص شده است) 2-1شکل (و به صورت شماتیک در  شکل می گیرد
 ،پیک پلاسمون آنها تاثیر می گذارد به طوری که با افزایش اندازه پیک پهن تر شده وبه سمت طول موج های بالاتر
به طور کلی می توان گفت که تغییرات پیک پلاسمون .)4-1شکل(جابه جا می شود )5(به سمت قرمز 1فروسرخ
ناشی از تاثیر عواملی نظیر اثر عقب ماندگی مغناطیسی، کاهش نیروی بازیابی مجدد بین بارهای مخالف (هسته ی 
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اتم و الکترون های هدایتی ) اثرمیرایی و تهییج پلاسمایی چندگانه(در اثر پلاریزاسیون ناهمسان در سطح نانوذرات) 
 .)37, 96( اشدمی ب
 
 
پیک های پلاسمونی b(نمایی از پدیده ی بر انگیختگی رزونانس پلاسمون سطحی مستقربرای نانوذرات میله ای طلا  a() 2-1شکل 
 .)72(حول محور بلند ومحور کوتاه نانوذرات میله ای طولی و عرضی مسئول نوسان الکترون ها
 
 : رکیب نانوذراتت) 3-1-4-5-1-1
عامل دیگری که شکل و موقعیت پیک پلاسمونی از آن تاثیر می پذیرد ترکیب نانوذرات میباشد. برای مثال 
نانومتر به خود  214نانومتر و  612های  را در موقعیت جذبیپیک  یک  به ترتیبهر کدام  نانوذرات طلا و نقره 
اختصاص می دهند، در حالی که نانوساختارهایی که یک ترکیب آلیاژی از این دو فلز را دارا می باشند یک 
موقعیت در بین این دو پیک را اتخاذ میکنند. افزایش نسبت طلا در آلیاژ پیک را به سمت طول موج های بالاتر 





) طیف جذبی رزونانس پلاسمون سطحی نانوآلیاژهای طلا و نقره با نسبت های ترکیبی متفاوت از هر کدام، رنگ هر 6-1شکل 
 .)17(منحنی مربوط به پراکندگی ذرات مربوطه می باشد
 
 :کاربردهای نانوذرات طلاویژگی ها و  )5-5-1-1
ذرات فلزی نوبل بوده که ویژگی ها و عملکردهای جدید و منحصر به فردی را که به طور  ،نانو ذرات طلا
ه مرتبط با هندساین ویژگی ها .  چشمگیری متفاوت از خصوصیات آنها در حالت توده می باشد بروز می دهند
و اندازه ی ذرات می باشند به گونه ای که طلا در حالت توده دارای رنگ زرد بوده ولی با کاهش اندازه ی آن در 
 علاوه .و نانو ذرات به ترتیب رنگ های آبی، نارنجی،بنفش و قرمز به خود می گیرند ابعاد یک فیلم نازک فلزی
ف به ویژه باند جذبی قوی در ناحیه ی مرئی طی نوری ی، الکتریکی، یسویژگی های مغناط نیزن پایداری بالا وآبر 
خورد در برپلاسمون سطحی آنها که از نوسان جمعی  الکترون های هدایت فلزاز رزونانس  یناشالکترومغناطیس 
 )07, 57( کرده استسرچشمه می گیرد، زمینه ی کاربردهای متنوع و فراوانی را برای نانوذرات طلا فرآهم  با نور
در زمینه ی عکسبرداری، دارورسانی، صنایع غذایی، نانوالکترونیک ، دامپزشکی، که از جمله می توان به کاربرد آنها 
در این بخش به دلیل استفاده . )47( افزایش پاسخ های طیف سنجی و حسگرهای شیمیایی و بیولوژیکی اشاره کرد
 .خواهد شد اشارهانواع حسگرها  به چند مورد از در این تحقیق اهداف تشخیصی به منظوراز نانوذرات طلا 
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  :ایه ی تشکیل نانوذرات فلزیپبر  مواد روش های سنجش) 1-5-5-1-1
ی به کارگیری آنالیت مورد نظر به عنوان عامل احیا  کننده ی نمک فلزی در سنتز  این روش ها عمدتا بر پایه
نانوذرات می باشد که می توانند نقش احیا  کنندگی خود را به صورت مستقیم یا غیرمستقیم ایفا کنند. سنتز 
امل احیا  کننده ع نانوذرات با تشکیل یک پیک پلاسمونی همراه می شود که با توجه به ارتباط مستقیم بین غلظت
برای مثال در یک ارزیابی ایمنی . )27(لیت مورد نظر را اندازه گیری کرد(آنالیت) و شدت پیک، می توان غلظت آنا
استفاده شد که در آن از  )ASP( 1روش برای شناسایی آنتی ژن اختصاصی پروستاتمبتنی بر آنزیم(الیزا) از این 
،برای کنترل رشد نانوذرات نقره  ASPبه عنوان لیبل متصل به آنتی بادی اختصاصی  )xOG( 5اکسیدازآنزیم گلوکز
ت. ستفاده شده اسدر حضور نانوستاره های طلا( به عنوان حسگرهای پلاسمونی در فرآیند احیا  نانوذرات نقره) ا
به شکل گیری نانوذرات نقره  ر) با احیا  یون های نقره منج xOGدر این فرآیند هیدروژن پراکسید(محصول آنزیم 
راف نانوستاره های طلا می شود . از آنجایی که غلظت گلوکز شده و یا باعث رشد پوششی یون های نقره در اط
با رسوب مقدار  xOGدر غلظت های پایین از آنالیت و متعاقبا اکسیداز مستقیما با غلظت آنالیت مرتبط است، 
ده در پیک پلاسمون نانوذرات به سمت آبی مشاهبزرگی  ربیشتری از یون های نقره بر روی نانوستاره ها یک تغیی
 می شد، در صورتی که در غلظت بالاتر آنالیت و عامل احیایی تمایل بیشتر به سمت سنتز نانوذرات نقره بوده که
-1(شکل )67( ه که تاییدی بر فراوانی بالای آنالیت می باشدمنجر به تغییرات بسیار کوچکی در پیک پلاسمون شد
 .)7
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ارتباط نمودار نشان دهنده ی  B(هسته سازی یا رسوب کنترل شده ی یون های نقره توسط آنزیم گلوکز اکسیداز:  A() 7-1شکل 
 .)67(ظت آنالیتتغییرات طیف جذبی با تغییرغل
 
  :حسگرهای شیمیایی بر اساس تغییرات ضریب شکست محیط )2-5-5-1-1
حسگرها هستند که از حساسیت پیک پلاسمون نانوذرات فلزی نسبت به تغییرات ثابت دی  ی ازگروه دیگر
یت ها استفاده می کنند. در صورتی که  لجش آنانمحیط اطراف آنها جهت س 1الکتریک و نیز ضریب شکست
اشد، این بکه نسبت به آنالیت مورد نظر تمایل جذبی داشته نانوذرات دارای واکنشگر محافظت کننده ای باشند 
واکنش جذبی منجر به تغییر ضریب شکست محیط شده که به صورت جابه به جایی پیک پلاسمون نانوذرات 
تر طول موج های بالا پیک پلاسمون را به سمتمحیط افزایش ضریب شکست  به طوری که نمود پیدا می کند
ن مورد ری آاشته که برای اندازه گیجابه جایی پیک با غلظت آنالیت ارتباط دطیف نور مرئی جابه جا می کند. 
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) gAsBH(1. یک مثال از کاربرد این روش  شناسایی آنتی ژن سطحی ویروس هپاتیت ب)77( استفاده قرار می گیرد
مونوکلونال می باشد که به وسیله ی جذب فیزیکی به سطح نانومیله های طلا متصل شده  آنتی بادیبا استفاده از 
با تغییر ضریب شکست محیط منجر به تغییر پیک  ،بودند. همانطور که در شکل نشان داده شده افزودن آنالیت
 .)7-1(شکل  )77, 32( پلاسمون به سمت قرمز طیف الکترومغناطیس شده است
 
 
نتی نانومیله های استفاده شده برای شناسایی آطیف جذبی بر روی  ناشی از افزودن آنالیت ضریب شکستتغییر تاثیر  )7-1شکل 
 .)96(ژن سطحی ویروس هپاتیت ب
 
  :تجمع نانوذرات فلزی) حسگرهای شیمیایی بر اساس 0-2-2-1-1
پلاسمونی طلا به شدت به فاصله ی بین ذرات وابسته است در نانوذرات برهنه و  ویژگی های نوری نانوذرات
که از این تفاوت به منظور اهداف تشخیصی بهره گرفته  متفاوت هستند متجمع یافته این ویژگی ها نسبت به ه
نانوذرات طلا دارای یک باند جذبی قوی در ناحیه ی مرئی طیف الکترومغناطیس می باشند. زمانی که  .شده است
                                                 
 )gAsBH( negitna ecafrus suriv B sititapeH 1
 92
 
یک جفت سازی پلاسمونی بین ذره ای شکل یا فاصله ی کمتر از دو برابر قطر نانوذره مجاورت نزدیک  اثر در
ی در پیک به سمت قرمز می ذرات تجمع یافته و یک جابه جای RPSLمی گیرد منجر به آشفتگی در باند جذبی 
می باشند از این رو در حضور  )HS-( . نانوذرات طلا دارای تمایل اتصالی بالایی نسبت به گروه های تیولیشود
گروه ین بآنالیت های حاوی گروه تیولی نظیر سیستئین، بعد از اتصال عامل تیولی به سطح نانوذرات طلا اتصالات 
. میدان )97( ذرات طلا به عنوان رابط عمل کرده و سبب تجمع ذرات می شوندبین نانو های آمینی و کربوکسیلی
جفت شدگی پلاسمون میان ذرات تجمع یافته  در اثر های موازی موضعی ناشی ازتوزیع نامتقارن ابر الکترونی
نانوذرات شده که مسئول کاهش پیک اولیه ی نانوذرات طلا و تشکیل پیک جدید  منجر به افزایش قطبش پذیری
در طول موج های بلندتر می شود  شایان ذکر است که این مورد در خصوص تجمعات ناشی از میانکنش های 
یانکنش های بین ذره ای متوسط تنها جابه جایی پیک به سمت طول موج بین ذره ای قوی صدق می کند، در م
های بلندتر و پهن شدگی آن مشاهده می شود. توانایی مرتبط کردن حالت تجمعی نانوذرات پلاسمونی به حضور 
غیاب مولکول زیستی هدف منجر به ایجاد ارزیابی های مختلف مبتنی بر رنگ سنجی شده است که در این یا 
می توان به شناسایی آنالیت هایی مانند قندها، یون ها، پروتئین ها، اسیدهای نوکلئیک و غیره  با استفاده از میان 
 .)37( نانوذرات طلا اشاره کرد
و سرعت تجمع  شدتمحیط،   Hpوعوامل متعددی به ویژه غلظت نمک به عنوان عامل القائی، قدرت یونی، دما 
نانوذرات را تحت تاثیر قرار می دهند. به منظور تفهیم بهتر چگونگی تاثیر هریک از این عوامل ابتدا به بررسی 





  ) ویژگی های محلول کلوئیدی طلا سیتراته:6-5-1-1
برای سنتز نانوذرات طلا با ابعاد  1احیا  نمک طلا توسط سیترات در محیط آبی رایج ترین روش شیمیایی مرطوب
 5رکویچبا عنوان روش ت ،ارائه شد نانومتر می باشد از آنجایی که این روش برای اولین بار توسط ترکویچ 321تا  31
 ی سنتزط محلول کلوئیدی نانوذرات طلا سنتز شده با این روش به دلیل بار منفی سیترات که نیز شناخته می شود.
را پوشانده و منجر به ایجاد نیروی دافعه ی الکترواستاتیک بین آنها می شود می تواند برای مدت سطح نانوذرات 
. لایه ی )17( یون ها را بر روی نانوذرات حفظ می کند ،آیند جذب سطحی. در واقع فرطولانی پایدار بماند
ناشی از بار منفی سیترات   4که متشکل از اثر هم افزایی لایه ی جذب سطحی اولیه  )LDE(0مضاعف الکتریکی
با عنوان لایه ی یون باردار جذب شده بر سطح نانوذرات و لایه ای از بار مثبت محلول احاطه کننده ی نانوذرات 
ذرات ونموثر نا . بارمی باشد، با ممانعت از تجمع نانوذرات باعث پایداری محلول کلوئیدی آنها می شود 2مخالف
ممانعت  (فاصله ای که در آن نانوذرات مجتمع می شوند) d21ر در فاصله ی کمتر از از نزدیک شدن آنها  به یکدیگ
نزدیک  d2و d1 یون ها دردو لایه ی احاطه کننده نانوذرات در نقاطمی کند این بار به دلیل وجود تعداد مساوی از 
پایداری طولانی مدتی . محلول کلوئیدی نانوذرات طلا به دلیل اندازه ی بسیار کوچک ذرات از صفر می باشد
با کاهش بار موثر تعادل   ،ولی در صورت وجود یون های مخالف اضافه در اطراف نانوذرات برخوردار می باشند
حضور الکترولیت ها با فشرده کردن لایه ی یون مخالف و در نتیجه غلبه  بارها به هم زده می شود به طوری که
می  d21کترواستاتیک باعث تجمع نانوذرات در فاصله ی کم تر از لس به دافعه ی الی نیروی جاذبه ی واندروا
 .)07, 57( دنامیده می شو6لخته شدن  را تجمع نانوذرات کلوئیدی منفرد و تشکیل محلول لخته شدهفرآیند  شود.
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 .)07(کلوئیدی طلا در برگیرنده ی لایه ی جذب سطحی اولیه و لایه ی یون مخالف) لایه ی مضاعف الکتریکی محلول 9-1شکل
 
 :) عوامل موثر بر میزان تجمع نانوذرات1-6-5-1-1
 :) اثر پتانسیل زتا1-1-6-5-1-1
مجموعه ی نیروهای جاذبه ی واندروالس و نیروهای دافعه  یدی بهئپایداری نانوذرات کلو 1 OVLDطبق نظریه ی 
این دو نیروی مخالف مانع از تجمع  . برقراری توازن میانوابسته می باشد LDEی الکترو استاتیک ناشی از 
نانوذرات می شود در حالی که با به هم خوردن این توازن با غالبیت  نیروی جاذبه ی واندروالس، ذرات به هم 
زمانی که ذرات باردار در محلول پراکنده می شوند، یک لایه ی مضاعف الکتریکی  نزدیک شده و مجتمع می شوند.
نشان داده  31-1همانطور که در شکل  )47( تیون ها در سطح آنها ایجاد می شودناشی از جذب آنیون ها و کا
آن دارای بار مخالف با بار ذره بوده و اتصال محکم تری با آن داشته  (لایه ی استرن) 5لایه ی داخلیشده است 
کل از متش ناشی از میدان الکترو استاتیکی ذرات باردار با اتصال ضعیف تر، 0در حالی که لایه ی انتشار خارجی
، فراتر از لایه ی استرن رشد کرده و به همراه آن لایه ر هر زیر لایهد مخالف و مشابه بارهای هر دو دو زیر لایه با
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، قدرت یونی Hp. ترکیب لایه ی انتشار پویا بوده و بسته به فاکتور های مختلفی نظیر را تشکیل می دهند LDEی 
اطراف  ی و غلظت متغیر می باشد، در این لایه یک سطح فرضی به عنوان مرز بین ذرات متحرک و لایه ی پراکنده
شناخته  5. پتانسیل مرز بین ذره و مایع اطراف آن با عنوان پتانسیل زتانامیده می شود 1آن عمل کرده و سطح لغزشی
  . )27(که مبنای سنجش نیروی الکترواستاتیک بین نانوذرات قرار می گیرد می شود
 
 




 ) اثر الکترولیت ها:2-1-6-5-1-1
در القای تجمع نانوذرات عمدتا با تاثیر بر لایه ی مضاعف الکتریکی احاطه کننده ی آنها عملکرد الکترولیت ها 
یا خارج سازی آب از سطح نانوذرات و فشرده سازی لایه ی مضاعف الکتریکی  tuo gnitlaSکه طی فرآیند بوده 
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الکترولیت  را بر اساس قدرت آب پوشی آنها به دو گروه  یون ها 1هافمیستر.  )67(باعث تجمع ذرات می شوند
مکانیسم عملکرد  ) 11-1.(شکلتقسیم بندی کرده است 0و قدرت آب پوشی پایین 5با قدرت آب پوشی بالاهایی 
آب از سطح نانوذرات می باشد که باعث  خارج سازی حجم زیاد الکترولیت ها مبنی بر توانایی بالای آنها در
 .)77(کاهش قدرت برقراری پیوند های هیدروژنی در سطح نانوذرات ، ناپایداری و در نهایت تجمع آنها می شود
 
 .)77( نشان دهنده ی قدرت آبپوشی یونها هافمیسترترتیب ) 11-1شکل
 
 ) اثر دما:3-1-6-5-1-1
راونی ب که می تواند سینتیک تجمع نانوذرات را از طریق تا ثیر گذاری بر حرکتحیطی مهم بوده دما یک فاکتور م
انرژی سینتیکی لازم برای غلبه بر نیروی دافعه ی لایه ی مضاعف  تصادفی ذرات تغییر دهد. در واقع دمای بالا
دما  ی از افزایشو نیز دپروتونه شدن سطح ذرات ناشفرآهم کرده  ذراتفرکانس برخورد بین   را با ارتقا  یونی
باعث می شود که پتانسیل زتا به میزان کمتری مثبت شده و با کاهش نیروی دافعه ی الکترواستاتیک یا سد انرژی 
تاثیر افزایش دما بر روی پهنای پیک پلاسمون  )51-1شکل (. )97(منجر به تجمع سریع آنها می شودبین نانوذرات 
 ابو نیز انرژی پلاسمون سطحی  را برای نانوذرات در اندازه های مختلف نشان می دهد به طوری که افزایش دما 
                                                 
 retsiemfoH 1
 )ciportomsoK( snoi detardyh ylgnortS 2
 )ciportahC( snoi detardyh ylkaeW 3
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ه یک پلاسمون و تغییر آن بپ منجر به کاهش انرژی پلاسمون ، افزایش پهنایتجمع و افزایش اندازه ی نانوذرات 




 .)39(پهنای پیک پلاسمون نانوذرات طلا در اندازه های مختلف b(انرژی پلاسمون سطحی و  a(بر روی دماتاثیر ) 51-1شکل 
 
 ) اثر اندازه وشکل نانوذرات:1-1-6-5-1-1
ی یابد. تقلیل در اندازههای برهم کنشی نیز کاهش میسد انرژیی ذره با کاهش اندازه OVLEDی طبق  نظریه
ی بار سطح ها روی سطح ذره شده که با تغییر ساختار الکترونیذره منجر به ظهور نسبت بالایی از اتم
دهد. از آنجا که تجمع باعث کاهش سطح نانوذره را متعاقب افزایش نواحی فعال افزایش می پذیریواکنش
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شود ذرات کوچکتر با انرزی سطحی بالا، با سرعت بیشتری نسبت به ذرات انرژی آزاد در سیستم نانوذره می
 .)59, 19( شوندبزرگتر مجتمع می
ی توانند دارای اشکال مختلفی باشند که رفتار متفاوتی از آنچه که طبق نظریهعلاوه بر آن نانوذرات می
با  LDEدهند. هر دو نیروی واندروالس و برای تجمع نانوذرات کروی ارائه شده است نشان می OVLED
های تعاملی مرتبط گیریبا جهت LDEنیروهای گیرند. به طور فرضی حت تاثیر قرار میتغییر شکل ذرات ت
شود. برای مثال نانوذرات دی های اتمی مختلف در سطح این ذرات میهستند که این امر منجر به ایجاد آرایه
باشند که فاوتی میدارای بر سحی مت etikoorbو  esatana ,elitur اکسید تیتانیوم با سه فاز کریستالی شامل
. دلیل این امر توانایی تعامل سطوح تواند سرعت رسوب و تجمع ذرات را تحت تاثیر قرار دهدمی
 LDEهای وسیعی از های اتمی متفاوت با فاز آبی جهت ایجاد گسترهکریستالوگرافی مختلف حاوی چگالی
 .)19( باشدو انرژی سطحی می
 : Hp) تاثیر 5-1-6-5-1-1
و قدرت یونی محلول می  Hpمحلول  موثر بر تجمع نانوذرات  اییشیمیویژگی های امل مرتبط با از جمله عو
باشند. این دو فاکتور به دلیل اثر تعیین کنندگی زیادی که بر روی بار و چگالی سطحی ذرات دارند پایداری آنها 
. حضور گروه های هیدروکسی و کربوکسی در ساختار سیترات را در محیط آبی به شدت تحت تاثیر قرار می دهند
محلول کلوئیدی نانوذرات طلا ساخته  Hp. می باشد Hpپوشاننده ی سطح نانوذرات طلا منشا عمده ی تغییرات 
ولی در خارج از این بازه به  پایدار می باشند 31تا  4/2 Hpنانوذرات طلا در  از این رومی باشد 6شده برابر با 
تجمع  31بالای  Hpدلیل پروتون دار شدن سیترات در محیط اسیدی و یا تغییرات قابل توجه قدرت یونی در 
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نشان داده شده 01-1شکلکه در نانوذرات رخ داده که به صورت تغییر در پیک پلاسمون قابل مشاهده می باشد
 .)09, 19( است
 
 
 .)49(مون نانوذرات طلابر روی پیک پلاس Hp اثرتغییرات) 01-1شکل 
 
 
 انواع رفتارهای تجمعی نانوذرات فلزی در محیط آبی:) 6-1-6-5-1-1
نیز نامیده می شود، ناشی از نیرو های فیزیکی است که  5: این حالت که فلوکوله شدن1الف) تجمع برگشت پذیر
 .)29( باعث برخورد بین ذرات و تجمع آنها می شوند
در اثر تجمع سریع، طی فرآیندی که لخته شدن یا  این شکل از تجمع نانوذرات در :0ب) تجمع برگشت ناپذیر
می تواند بر اساس راندمان نامیده می شود مجتمع های ذره ای برگشت ناپذیری تشکیل می شوند که  4انباشتگی
و تجمع خوشه ای محدود به  )ACLR(6تجمع خوشه ای محدود به واکنش بین ذرات به دو حالت (ɑ)2برخورد
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می  کدیگر متفاوتصورت پذیرد که به طور اساسی ازلحاظ کینتیک و ساختار های تجمعی با ی )ACLD(1انتشار
کمتر از یک بوده وافزودن الکترولیت ها با تغییر بار  ɑ که مقدار بوط به زمانی استمر . حا لت اول)69( باشند
نامیده  )CCC( 5سطحی و کاهش سدهای انرژی بین ذرات، در غلظتی از الکترولیت که غلظت انباشتگی بحرانی
یک بوده ونیز به نزدیک  ɑزمانی رخ می دهد که می شود منجر به تجمع ذرات می شود. شیوه ی تجمعی دوم 
با حذف سد های انرژی دافعه ای باعث تجمع سریع ذرات می  CCCبالای  الکترولیت ها در مقدار غلظتی
  .)79(شود
 :فلزی نانوذرات تجمع اساس بر تشخیصی روشهای)2-6-5-1-1
که از ویژگی های تجمعی تعدیل یافته با پلی نوکلئوتیدها جهت تشخیص رنگ سنجی بهره  AND اولین حسگر
در طول دهه های اخیر تا به امروز انواعی . )79( و همکارانش معرفی شد nikriM توسط 7991 در سال ،گرفته بود
ا یی نظیر سلول ها، پروتئین ها، نوکلئیک جهت تشخیص آنالیت ه nikriM از حسگرها با اساس حسگر اولیه ی
توسعه یافته اند. تجمع نانوذرات در این حسگرها  اسیدها،ساختارها و مولکول های کوچک مانند یون های فلزی
با دومکانیسم، تجمع توسط یک رابط مولکولی بین نانوذرات (مانند گروه های تیولی) و تجمع از طریق ناپایدار 
 ردن نانوذرات توسط عوامل القایی خارجی نظیر الکترولیت ها انجام می پذیرد.ک
 ) ناپایدار کردن نانوذرات فلزی توسط الکترولیت ها:1-2-6-5-1-1
 ناپایدار کردن نانوذرات فلزی توسط الکترولیت ها از طریق سه مکانیسم زیر صورت می پذیرد:
                                                 
 )ACLD( noitagergga retsulc detimil-noisuffiD 1
 )CCC( snoitartnecnoc noitalugaoc lacitirC 2
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بین نانو ذرات از طریق کاستن یا تغییر بار  1نیروی دافعه الکترواستاتیکناپایدار کردن نانو ذرات با کاهش الف) 
 )331, 99( الکتریکی سطحی نانو ذرات
 بین نانو ذرات از طریق تغییر ساختار  5نانو ذرات با کاهش نیروی دافعه ی الکترواستریکناپایدار کردن ب) 
   .)99( پلیمر باردار در سطح نانو ذراتفضایی 
غییر یا ت استاتیک بین نانو ذرات از طریق حذف  ناپایدار کردن نانوذرات با کاهش نیروی دافعه ی الکتروج) 
 .)131( سطح نانو ذرات درپلیمر باردار ساختار 
 dna AND( روش های مبتنی بر تجمع نانوذرات جهت تشخیص اسیدنوکلئیک ها) 2-2-6-5-1-1
 :)ANR
 .)41-1(شکل  تقسیم می شوند )LCN( 4و غیر شبکه ای )LC( 0به دو نوع شبکه ای این روش ها
دهه های اخیر جهت تشخیص اسید نوکلئیک  این روش رایج ترین روشی است که تا: )LC(الف) روش شبکه ای 
که هر کدام مکمل قسمتی از  AND(-)pN 2به کار گرفته شده است. در این روش از دو نانوپروب اسید نوکلئیکی
ژن هدف می باشد استفاده می شود. این نانوپروب ها در حضور ژن هدف با آن هیبرید شده وبا نزدیک شدن به 
قرمز به آبی ( ز نانوذره و اسید نوکلئیک تشکیل داده و منجر به تغییر رنگ محلولیکدیگر یک شبکه ای پلیمری ا
 .)531( می شوند ارغوانی)
که به تنهایی مکمل کل توالی ژنی مورد  )pN-AND(: در این روش از یک )LCN(ب) روش غیرشبکه ای 
 همچنین این روش جهت تجمع نانوذرات از القای نمکی استفاده می کند.  تشخیص می باشد استفاده می شود.
                                                 
 noitazilibats citatsortcele fo ssoL 1
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هیبرید شده و با ممانعت فضایی مضاعفی در نمونه با آن  توالی هدف مکمل خوداین نانوپروب در صورت حضور 
 .)031( القایی نیز مانع تجمع و تغییر رنگ نانودرات  می شود لکه ایجاد می کند حتی در غلضت های بالای عام
 
 
روش غیر  B(ای روش شبکهA( .هاهای تشخیصی  مبتنی بر تجمع نانوذرات طلا جهت تشخیص اسید نوکلئیکروش )41-1شکل 
ها در حضور توال غیر هدف تجمع نانوپروب b(  عدم تجمع نانوپروب در حضور توالی هدف پس از افزودن الکترولیت a(ای شبکه



























 1) بررسی متون5-فصل
 ،فصل به بررسی نمونه هایی از مطالعات صورت گرفته جهت تشخیص بیماری هایی نظیر سرطان در این
و نیز پاتوژن های باکتریایی و ویروسی که در آنها از نانوذرات طلا به عنوان ابزار  بیماری های ژنتیکی
 .بهره گرفته شده است خواهیم پرداخت تشخیصی
 
دانشگاه نورث وسترن آمریکا با به کار گیری نانوذرات طلا و همکارانش از   nikriM 7991. در سال 1
 را ابداع کردند که دو نانوپروب )LC( ، مبتنی بر حالت شبکه ای شدن ANDاولین حسگر تشخیصی 
در صورت حضور توالی هدف با آن  ،تک رشته ای ANDالیگونوکلئوتیدی مکمل )eborponaN-AND(
ارغوانی –و نانوذرات طلا رنگ محلول از قرمز به آبی AND از  هیبرید شده وبا تشکیل شبکه ی پلیمری
آلکیل الیگونوکلئوتید برای تیمار نانوذرات استفاده کرده  2˓و  0˓تغییر می کرد. آنها در روش خود از 
 .)79(بودند
و همکارانش در موسسه تحقیقات شیمی فیزیک سایتاما ژاپن، با استفاده از   otaS 0335در سال . 5
اقدام  )LCN(نانومتری متصل به پروب الیگونوکلئوتیدی در یک رویکرد غیر شبکه ای  21نانوذرات طلا 
به شناسایی پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی نمودند. نتایج ازمایشات آنها حاکی از توانایی این روش جهت 
هدف تک رشته ای با تفاوت یک باز در توالی، از طریق فرآهم کردن نیروی دافعه بود.   ANDایی شناس
تجمع نمک سدیم کلراید،  5.0  Mدر غلظت بالای ،هدف  ANDدر این تحقیق در صورت حضور 
 ی. همچنین یافته های آنها نشان دهندهارغوانی مشاهده می شد-تغییر رنگ از قرمز به آبینانوذرات و 
                                                 
 weiver erutaretiL 1
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، جهت تجمع نانوذرات LCنسبت به  LCNهدف در حالت   ANDلزوم حضور مقادیر زیادی از 
 . )131(بود
اقدام به  LCN و همکارش در دانشگاه روشستر امریکا با استفاده از روش grebhtoR 4335ل . در سا0
تک رشته ای سنتتیک نمودند. آنها در آزمایش خود از نیروی جاذبه الکترواستاتیک بین  AND شناسایی
، در حضور توالی هدف تک رشته ای پروب هیبرید نشده به نانوذرات طلا بهره گرفته بودند به طوری که
پروب مکمل با آن هیبرید و نانوذرات منفرد با اثر القائی نمک مجتمع شده و تغیییر رنگ مشاهده می شد، 
در حالی که در صورت عدم حضور رشته ی هدف، جاذبه ی الکترواستاتیک بین نانوذرات و پروب 
 .)731, 631( ) نانوذرات می شدالیگونوکلئوتیدی مانع تجمع (حتی با اثر القائی نمک
 LCNهمکارانش در موسسه ی شیمی فیزیک سایتاما ژاپن با استفاده از روش  و otaS 2335 . در سال 4
ژنومیک سلول های سرطانی نمودند. آنها در  ANDاقدام به شناسایی پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی در 
شناسایی اختلاف تک نوکلئوتیدی در دورترین فاصله از  جهت 1آزمایش خود از روش گسترش پرایمر
. روش آنها علاوه بر مطابقت نتایج با روش های استاندارد، از مزیت سهولت نانوذرات طلا بهره گرفتند
 .)731( و عدم نیاز به تجهیزات پیچیده نیز برخوردار بود
مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی لیسبون پرتقال با بهره گیری از  و همکارانش در atsitpaB 6335. در سال 2
و خاصیت القاگری نمک سدیم کلراید اقدام به شناسایی باکتری مایکوباکتریوم توبرکلوزیس  LCNروش 
 .)931( نمودند
و یک نانوپروب منفرد دو  LCNبا روش مبتنی بر  و همکارانش در پرتغال ocnarF 7335. در سال 6
را شناسایی نمودند. در آزمایش آنها با هیبریداسیون ژن هدف فاقد  PNSموتاسیون رایج تالاسمی، از نوع 
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موتاسیون به نانوپروب، قدرت مقاومت نانوپروب در برابر اثر القایی سدیم کلراید افزایش پیدا کرده و 
 .)111, 311(محلول رنگ قرمز خود را حفظ می کرد
و همکارانش در موسسه ی تحقیقاتی بیوتکنولوژی دانشگاه ملی تائیپی تایوان  uoH 7335در سال . 7
در روش . دند آنزیم نوکلئاز شبا استفاده از نانوپروب و  پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدیموفق به شناسایی 
اور و مج تحت کنترل دمایی اختصاصیو پروب بعد از برش با آنزیم نوکلئاز با نانوپروب  ANDآنها 
و متعاقبا هیبریداسیون، محلول رنگ قرمز  در ژن هدف ید می شد که در صورت وجود پلی مورفیسمهیبر
 .)511(خود را حفظ می کرد
و همکارانش در دپارتمان مهندسی زیستی تگزاس آمریکا با استفاده از روش  reivaJ 9335. در سال 7
بر   1م پاروو پروتئین شوک حرارتی انگل کریپتواسپوریدیومکد کننده ی  ANRmموفق به شناسایی  LC
هدف بر روی  ANDروی یک اسلای شیشه ای شدند.در روش آنها  مقداری از نانوپروب هیبرید شده با 
  .)011(اسلاید شیشه  ای منتقل و تغییرات رنگ توسط نرم افزار آنالیز رنگ مورد بررسی قرار می گرفت
 LCNهمکارانش در موسسه ی علوم و تکنولوژی کره در یک رویه ی مبتنی بر  kraP 3135. در سال 9
عامل عفونت ادراری نمودند. در آزمایش انها از پرایمر تیوله جهت 5باکتری کلامیدیا اقدام به شناسایی 
ن روش در صورت عدم حضور ژن هدف، نانوپروب ها تجمع ی. در اشده بودن مربوطه استفاده ژتکثیر 
 .)411( ارغوانی می شدند-یافته و منجر به تغییر رنگ محلول از قرمز به ابی
اقدام به  LCNبا استفاده از روش جنوبی کره  و همکارانش درgnuj eehluehC  1135در سال . 31
اسایی باکتری کلامیدیا تراکوماتیس نمودند. مطالعه ی آنها مبتنی بر ترکیبی از یک روش تکثیر هم دما شن
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   و روش رنگ سنجی توسط نانوذرات طلا بود. آنها در روش خود از یک پروب سیگنال دهی کایمر 
هدف متصل شود، بعد از اتصال ناحیه ی  ANDاستفاده کردند که می توانست به   AND-ANR-AND
دف جدا و امکان اتصال آن ه ANDشکافته شده و پروب سیگنال دهی از  HesaANRتوسط  ANR
 ANDبه این ترتیب حین تکثیر هم دما همراه با تکثیر  کرد ک پروب سیگنال دهی دیگر را فراهم مییبا
هدف با افزودن محلول  توالی. در صورت حضور فتهدف پروب سیگنال دهی نیز افزایش می یا
شکافته شده و نانوپروب ها به توالی هدف  HesaANRنانوپروب ها پروب های سیگنال دهی توسط 
. در حالی که در غیاب مولکول گرفتمتصل و مانع تجمع نانوذرات شده و محلول رنگ قرمز به خود می 
  ANRب ها بر روی نانوذرات مختلف و ایجاد رابط هدف پروب های سیگنال دهی با اتصال به نانوپرو
 .)211( باعث تجمع آنها و ایجاد رنگ آبی در محلول می شد
کره ی  در کره دانشگاه پزشکی-زیست علوم تحقیقات مرکز در و همکارانش eeL  1135درسال . 11
در  PNS( )1اقدام به شناسایی موتاسیون پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی LCبا استفاده از روش   جنوبی
ژن هدف فاقد موتاسیون ، دو نانوپروب  حضورسرطان پستان نمودند در آزمایش آنها در 1ACRB ژن 
هدف و تغییر رنگ متمایل  ANDنانو پروب و منجر به تجمع شبکه ای با مولکول هدف هیبرید شده و 
 .)611( می شدارغوانی -به آبی
و  LCNبا روش مبتنی بر  دردانشگاه پوندیچری هند  و همکارانش  yhtavamdaP 5135در سال . 51
ژنوم تکثیر نشده ی باکتری اشریشیا کلی را شناسایی نمودند آنها  در این آزمایش از اسید  ،نانوپروبیک 
هیدروکلریک اسید به منظور القای تجمع نانوذرات استفاده کردند  همچنین جهت جلوگیری از احتمال 
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نوم پروب ویژه ی ژ همپوشانی با سایر باکتری ها و شناسایی ویژه ی باکتری مورد نظر اقدام به طراحی
 تغییرو  هشد مجتمع یکرسیدکلریدا ورتمجادر  ها وبنانوپر فهدژن  بغیادر  اشریشیاکلی نمودند
 .)231( گردیدمی  همشاهد نیاغوار-بیآ به متمایل نگر
با استفاده از نانوپروب طلا اقدام  دانشگاه کشاورزی آتنو همکارانش در  atiragraM 0135در سال . 01
گونه های لشمانیا در نمونه های بالینی نمودند. انها در مطالعه ی خود ابتدا نواحی ژنومی  به شناسایی
شده بر اساس توالی تکثیر و متعاقب آن با چهار نوع نانوپروب طراحی  RCPمختلف لشمانیا را توسط  
یت بالا اسهای حفظ شده در میان گونه های لشمانیا، به منظورانتخاب توالی ژنومی با اختصاصیت و حس
مجاورت نمودند. عدم تغییر رنگ محلول حاوی نانوپروب و نیز پیک جذبی نانوذرات طلا بعد از مجاورت 
مبین هیبریداسیون نانوپروب و ناحیه ی ژنی مکمل و حساسیت روش فوق بوده با نمونه های مورد نظر 
  .)711( است
دانشگاه چانگ گونگ  و همکارانش دردانشکده ی پزشکی   iasT gniT-gnus T 0135. در سال 41
اقدام به شناسایی باکتری  1مبتنی بر کاغذ تایوان، با استفاده از نانوذرات طلا و یک روش آنالیزی
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس نمودند. آنها در روش تشخیصی خود از توانایی پروب تک رشته ای و توالی 
بهره گرفتند و در نهایت جهت آنالیز نتایج  بدون پوششژنی هدف دو رشته ای در اتصال به نانوذرات 
(مانند کاغذ سلولوزی)، با مقایسه ی نسبت نقاط آبی به قرمز رنگ رنگ سنجی از یک ابزار مبتنی بر کاغذ 
 .)711( تشکیل شده بر روی آن به عنوان یک روش مقرون به صرفه استفاده کردند




و همکاران  در دانشگاه شهید بهشتی ایران  با استفاده  idzaYruopdamhA niessoH   4135در سال  -21
بیماری تحلیل  (NMS)  1بقای نورون حرکتی پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی را در ژن LCNاز روش 
را شناسایی  کردند آنها در آزمایش خود اقدام به بررسی وضعیت نمونه های  )AMS( 5نخاعی -عضلانی
افراد سالم بانسبت بیشتری نسبت به ناقلین و بیماران با  ANDبالینی افراد سالم ،ناقل و بیمار نمودند که 
نانو پروب هیبرید شده وتغییر رنگ جزئی ایجاد شد میزان تجمع نانوپروب در نمونه های بیماران به 
 .)351, 911( شدت افزایش یافته و تغییر رنگ فاحشی از قرمز به بنفش مشاهده می شد
دانشگاه در مرکز تحقیقات ژنتیک مولکولی انسانی   و همکاران arierreF oibaF  4135در سال  .61
اقدام به شناسایی پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی در ژنوتیپ  LCNبا استفاده از روش جدید لیسبون پرتغال 
در افراد مبتلا به چاقی  با زمینه ی ژنتیکی نمودند آزمایش  OTFهای هموزیگوت و هتروزیگوت ژن 
بود که ژن مورد نظر بعد از تکثیر  PNSی بر استفاده از یک نانو پروب تیوله مکمل ژن حاوی آنها مبتن
به دلیل  وب به ژن مکمل خود تجمع نانوذراتبا نانو پروب مجاور شد با اتصال نانو پر RCPتوسط 
 .)151( ممانعت فضایی صورت نگرفته و محلول رنگ قرمز خود را حفظ کرد
در بخش پاتولوژی بیمارستان و آسایشگاه هنگ کنگ  و همکارانش   nahc gnis-iaW 4135 در سال. 71
(نانوذره ی کونژوگه با پروب) را جهت شناسایی باکتری استافیلوکوکوس اورئوس  LCN  روش چین
 s32به کاربردند آنها از نانوپروب اختصاصی ناحیه ی ژنی  RCPمقاوم به متیسیلین بر روی محصولات 
 A2PBP-Acemی گونه و از نانوپروب اختصاصی ژن استافیلوکوکوس اورئوس جهت شناسای ANRr
جهت تایید ویژگی مقاومت به متیسیلین استفاده کردند  که در صورت حضور گونه ی استافیلوکوکوس 
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ناشی از هیبریداسیون  اورئوس مقاوم به متیسیلین محلول رنگ  خود(قرمز) را به دلیل عدم تجمع نانوذرات
 .)551( هدف حفظ می کرد ANDنانوپروب و 
 LCNدر یک روش در دانشگاه  جدید لیسبون پرتغال و همکارانش   sagiev onurB  2135درسال  . 71
را  سمودیومپلاو گونه های مایکوباکتریوم توبرکلوزیس با استفاده از یک نانوپروب دو پاتوژن متفاوت 
شناسایی کردند آزمایش آنها مبتنی بر استفاده از یک نانوذره ی طلا ی عامل دار شده با الیگونوکلئوتیدهای 
به اراختصاصی برای هر دو هدف ژنی بود که این نانوپروب توانایی شناسایی هرکدام از توالی های هدف 
 .)051( را دارا بود xelpitlum  هر دو توالی در یک مخلوط  در صورت حضورصورت جداگانه ونیز 
با  سوئیسدر موسسه ی مهندسی پزشکی  وهمکارانش  nardnejaR aknayarP 2135در سال  . 91
سنتتیک کوتاه با پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی  ANDاقدام به شناسایی مولکول ها ی  LCاستفاده از روش 
نمودند  در آزمایش انها با اتصال دو نانوپروب به مولکول هدف که هر کدام مکمل نیمی از  آن بودند 
ارغوانی مشاهده می شد یافته های آنها -نانوذرات به یکدیگر نزدیک شده وتغییر رنگ از قرمز به آبی
 .)451( مورفیسم تک نوکلئوتیدی در حد فمتومتر بوددر تشخیص پلی  LCمبین قدرت روش 
  LCNبا استفاده از روش  دانشگاه دامپزشکی اتریشدر  شانوهمکار helaS anoM  2135در سال  .35
  10سیپرینید هرپس ویروستکثیر نشده ی  AND(نانوذره ی تنها در مجاورت پروب) اقدام به شناسایی 
هدف در صورت وجود، با پروب مکمل خود هیبرید شده و با افزودن  ANDنمودند در این آزمایش  
نانوذرات، به دلیل اتصال پروب به ژن هدف ،نانوذرات آزاد مجتمع شده ورنگ محلول از قرمز به آبی 
غیر مکمل پروب به نانوذرات متصل ومانع از تجمع وتغییر  ANDتغییر می کند ولی در صورت حضور
 .)251( رنگ آنها می شد
                                                 




 شیحزی  دانشگاه شیمی مهندسی و شیمی دانشکدهدر  و همکارانش iL gnoD-uR   6135درسال . 15
از روش رنگ سنجی  مبتنی برنانوذرات طلا به همراه واکنش تکثیرنمایی هم دما جهت شناسایی چین 
در سرطان کبد استفاده کردند در آزمایش آنها پروب حسگرمتصل به نانوذره ی طلا  P3-122-ANRim
وک لپلی آدنینی که با فسفوتیوآت جهت اتصال به سطح نانوذرات طلا ب  2′انتهای -1حاوی سه دومین : 
دو توالی اختصاصی یکسان جهت شناسایی  -0هدف، ANRimدو توالی تکراری مکمل -5شده بود ،
خود با ان هیبرید شده که به  0′توسط آنزیم اندونوکلئاز،این پروب در حضورمولکول هدف از انتهای 
ئوکسی های ددنبال این هیبریداسیون آنزیم پلی مراز طی واکنش تکثیر نمایی هم دما و در حضور مولکول 
 ANDد سپس مولکول رهدف در امتداد نانوپروب می ک ANRimشروع به طویل سازی  ریبونوکلئوتید
جهت آزاد سازی قطعات کوتاهی که دارای توالی IBNtsB-tN فوقانی تکثیر شده توسط انزیم اندونوکلئاز
انوپروب دیگر متصل و یکسانی با مولکول هدف بودند برش خورد ه و هر قطعه ی آزاد شده ،دوباره به ن
دور جدیدی از تکثیر نمایی را شروع می کرد در واقع به همراه پلی مریزاسیون، پروب به طور کامل از 
سطح نانوذرات جدا می شد که در نتیجه نانوذرات تنها  در  حضور نمک مجتمع شده که منجر به کاهش 
هدف  ANRimبا غلظت   A056/  A 025می شد که نسبت جذب 326و افزایش آن در  352باند جذبی در 
 .)651( ه بودموردنظر را فراهم آورد ANRimامکان تعییین کمی   متناسب بود بدین ترتیب این روش
 فناوری موسسه زیست، محیط علوم و شیمی روهگو همکارانش در  oaG nuX 6135در سال  .55
ن بیومارکر سرطان اکسو گوانین به عنوا-7با استفاده از روش شبکه ای اقدام به شناسایی  آمریکا نیوجرسی
نها از نانوپروب های طلا جهت ساخت یک گیرنده ی سه گانه بهره آ. نمودند ANDناشی از آسیب های 
غنی از پیریمیدین غیر مکمل و یک  ANDگرفتند. این گیرنده از نانوذرات طلا متصل به دو رشته ی 
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غنی از پورین به عنوان رابط القاگر تجمع نانوذرات ساخته شده بود.نتایج مطالعات آنها  رشته ی سوم
اکسو گوانین) و -7سه تایی متصل به نانوذره در حضور آنالیت( ANDساختار  نشان دهنده ی تشکیل
صورتی در غلظت های مختلف آنالیت بود، بدین ترتیب که در غلظت های کم ونیز -ایجاد رنگ قرمز
حضور مقادیر بالای آنالیت منجر به تشکیل  نمونه های فاقد آنالیت رنگ محلول قرمز بوده در حالی که
، نزدیک شدن نانودرات به یکدیگر و ایجاد رنگ  AND-آنالیت -ایی نانوذره ی طلاکمپلکس سه ت
 .)751( صورتی در محلول می شد
با استفاده از نانوذرات  در ایلات متحده ی امریکا،و همکارانش در  ressanlA fessoY 6135. در سال 05
اده . آزمایش آنها مبتنی بر استفطلا اقدام به شناسایی پلاسمودیوم ویواکس، عامل مالاریای انسانی نمودند
پروتئین ایمونوژنیک  (با اختصاصیت بیشتر) ترمینال-Nترمینال و-Cصاصیاز نانوپروب های اخت
در نمونه  01PSMمربوط به پروتئین  ANDحضور توالی  بود که در صورت  ( 01PSM)131مروزوئیت
  AND اب الیگونوکلئوتیدهای متصل به نانوذرات طلا به دلیل تشکیل ساختار دو رشته ای ،ی ادرار بیماران
الگو و ایجاد نیروی دافعه ی قوی مانع تجمع نانوذرات طلا شده و محلول رنگ قرمز خود را حفظ می 
 .)751(کرد
در دانشکده ی علوم صنعتی و فناوری توکیو  شو همکاران amayikA ugustihsoY 6135در سال . 45
ژن   2دراگزون  PNSاقدام به شناسایی LCNاستفاده از نانوپروب طلا در یک رویکرد  اژاپن، ب
دورشته ای  ANDنمودند. روش تشخیصی آنها مبتنی بر توانایی هیبرید 054Pمونواکسیژناز سیتوکروم 
در  ،) حاوی یک تک نوکلئوتید در انتهای آزاد پرایمر5متشکل از نانوپروب وتوالی هدف (پرایمر نوع یابی
دو رشته ید نسبت به هیبر در فرآیند تجمع نانو پروب ایجاد ممانعت الکترواستاتیک ونیز ممانعت فضایی،
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در این ژن شامل جایگزینی نوکلئوتید گوانین با آدنین می  PNSای با انتهای صاف بوده است. جایگاه 
 وتیدی، پرایمر مورد نظر. مشاهدات آنها نشان داد که در صورت عدم وجود پلی مورفیسم تک نوکلئباشد
وپروب و پس از تشکیل هیبرید با ناندر حضور نوکلئوتید گوانین به اندازه ی یک نوکلئوتید طویل شده 
(مکمل پرایمر گسترش نیافته) یک تک نوکلئوتید آویزان در انتها ایجاد می کرد که از طریق ممانعت 
رای ت می شد. همچنین فرآیند عدم تغییر رنگ بفضایی و الکترواستاتیک مانع تجمع و تغییر رنگ نانوذرا
 .)951, 031(در حضور تیمین صدق می کرد PNSنمونه های حاوی 
در دپارتمان زیست شناسی مولکولی و بیوتکنولوژی دانشگاه  همکارانشو  M firehS 7135. در سال 25
آنها در . به کار بردند Cویروس هپاتیت  ANR(نانوپروب) را برای تشخیص  LCNروش  شفیلد مصر
به جای نمک به  nimaetsycویروسی از نانوذرات کاتیونی   ANRآزمایش خود جهت ارزیابی حضور 
منظور القای تجمع نانوپروب استفاده کردند به این ترتیب که در صورت حضورتوالی هدف در نمونه، 
ی نانوذرات تا می خورد که سطحی برای قرارگیر  ANRویروسی هیبرید شده  و   ANRنانوپروب با 
کاتیونی ایجاد ومانع از برخورد وتجمع آنها با نانوپروب می شد و محلول رنگ (قرمز)خود را حفظ می 
نانوپروب تک رشته ای مانده و با افزودن نانوذرات کاتیونی با  ،کرد ولی در نمونه های فاقد توالی هدف
 .)301( آنها مجتمع شده و رنگ محلول به بنفش تغییر می کرد
 شکیپزوشیمی دانشگاه یو همکارانش در دپارتمان زیست شناسی مولکولی و ب uH oB 7135در سال  .65
در رده های سلولی سرطانی  a7-lahteL ANRorcimاقدام به شناسایی  LCNچین، با استفاده از روش 
با روش رنگ   )ACR( 1تشخیصی آنها از ترکیب روش تکثیردایره ی غلتانرویکرد  نمودند. 945Aهلا و 
که حاوی یک توالی مکمل  حلقوی 5آنها از یک پروب قفل مانند سنجی نانوپروب طلا بهره گرفته بود.
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بود استفاده کردند. با  )A-ogilO(برای اتصال الیگونوکلئوتید هدف و یک توالی به عنوان الگوی تکثیری 
پلی مراز عمل  ANDافزودن نمونه ی مورد تشخیص، توالی هدف در صورت حضور به عنوان پراپمر 
انجام می شد که  منجر به ایجاد یک توالی تک رشته  ی غلتانتکثیر دایره و فرآیند تکثیر به روشکرده 
می گردید. با مجاورت ) ʹAogilO -(توالی هدف AogilOای طویل حاوی توالی های تکراری از مکمل 
هیبریداسیون منجر به طی فرآیند  ʹAogilOو  Aogilo -PN-uAونانوپروب،  ACRسیستم واکنشی 
 .)101( تجمع نانوپروب ها و ایجاد رنگ آبی می شد
و همکارانش با استفاده از روش تکثیر هم دما با واسطه ی تشکیل  gnoK gnoC  7135در سال . 57
 ویروس عامل ANDنانوذرات طلا عاملدار شده با استرپت آویدین اقدام به شناسایی  )PMAL(  1حلقه
ویروس جهت تکثیر  ANDنمودند. آنها در آزمایش خود از چهار پرایمر اختصاصی  5گاستروانتریت
ی تکثیر شده) که با بیوتین عاملدار (پرایمرهای مکمل قطعه  0توسط روش هم دما و نیز دو پرایمر حلقه
ی اشده بودند استفاده کردند. در این روش تشخیصی پس از تکثیر قطعه ی هدف توسط پرایمره
تکثیر شده ادغام و پس از  ANDاختصاصی، دو پرایمر بیوتینه به محلول واکنش افزوده می شد ند که با 
تشکیل   spNuA-ANDو واکنش اتصالی بین آویدین و بیوتین خوشه های   spNuA-nidivAافزودن 
 غوانی که مبینار-می شدند. در اثر این خوشه سازی و مجاورت نانوذرات طلا تغییر رنگ از قرمز به آبی
 .)501( حضور قطعه ی هدف بود مشاهده می گردید
 LCNنانوذرات طلا در یک روش و همکاران در مصر، با استفاده از  R afatsoM 7135در سال  -75
نمودند. در مطالعه ی آنها نمونه ی حاوی ژنوم   )VFVR( 4اقدام به شناسایی ویروس عامل تب دره ای
                                                 
 )PMAL( noitacifilpma lamrehtosi detaidem-pooL 1
 sitiretneortsaG 2
 sremirp pooL 3
 )VFVR( suriv revef yellaV tfiR 4
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پروب  باویروس،  ANRویروسی در مجاورت با محلول واکنشی نانوذرات طلا و پروب اختصاصی 
و نانوذرات تعدیل نیافته در اثر القای نمکی مجتمع شده و محلول  شده هیبریدگونوکلئوتیدی مکمل یال
لت ویروسی پروب به نانوذرات متصل شده وبا حفظ حا ANRتغییر رنگ می داد ولی در نمونه ی فاقد 
  .)001( کلوییدی،  مانع از تجمع و تغییر رنگ آنها می شد
و همکارانش در دانشکده ی شیمی دانشگاه سیچوان چین از نانوذرات  tliefgnoH 7135. در سال 95
طلا در یک روش رنگ سنجی و بدون نیاز به تکثیر انزیمی اقدام به شناسایی اهداف اسید نوکلئیکی 
که مکمل یکدیگر و نیز دارای انتهای چسنده  نمودند. انها در آزمایش خود از پنج نوع پروب سنجاق سری
هدف، در صورت حضور با یکی از پروب های سنجاق  ANDبو دند استفاده کردند. بدین صورت که 
سری که طی فرآیندی باز شده بود هیبرید شده و به عنوان آغازگر تجمع و هیبریداسیون سایر پروب های 
رد. در مرحله ی آخر قطعه ی ژنی هدف از عمل می ک ANDسنجاق سری جهت تشکیل نانوذرات 
به عنوان آغازگر یک مسیر تجمع خودبه خودی دیگر قرار می گرفت( افزایش تعداد پروب جدا شده و
که از  ANDو تقویت سیگنال) با افزودن نانوذرات طلا به محلول واکنش نانوذرات  ANDنانوذرات 
ه ممانعت الکترواستریک به نانوذرات طلا متصل نشدانتهاهای چسبنده به یکدیگر متصل شده اند به دلیل 
ر دارغوانی می شد در حالی که  -منجر به تغییر رنگ محلول به ابی برهنه و درنتیجه تجمع نانودرات
هدف، پروب ها از انتهای چسبنده ی خود به نانوذرات طلا متصل و رنگ قرمز  ANDنمونه ی فاقد 
 .)401( محلول را حفظ می کردند
دانشگاه ایالت میشیگان  و همکارانش دردانشکده ی علوم گیاهی و میکروبی M ymA  7135. در سال 30
ن ژنوعی از پاتو ANDجهت شناسایی  LCNدر یک رویه ی  بدون پوششاز نانوذرات طلا  آمریکا،
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به عنوان عامل کلاهک گذاری در سنتز  1دکسترین گیاهی بهره گرفتند. آنها در روش تشخیصی خود از
 نها فرایند هیبریداسیون و تغییر رنگ در دو سری وکنش میانآدر آزمایش نانوذرات استفاده کرده بودند. 
غیر مرتبط و همان پروب مقایسه  ANDو نیز یک  ،ژنومیک مورد سنجش و پروب اختصاصی آن AND
نوذرات طلا به محتوای واکنش های فوق با شده بود. بدین صورت که پس از افزودن پروب و نا
هدف دو رشته ای و هیبریداسیون آن با پروب اختصاصی، تک رشته ی ژنومیک دیگر  ANDدناتوراسیون 
پایداری رنگ محلول (قرمز) می شد. گرچه که دناتوره شده به نانوذرات متصل مانع تجمع آنها و درنتیجه 
نانوذرات عاملدار شده با دکسترین نسبت به نانوذرات سیتراته در برابر اثر نتایج آنها مبین پایداری بالای 
القایی سدیم کلراید بود، ولی در حضور پروب اختصاصی فارغ از شیمی سطح، پایداری نانوذرات  به 























  سومفصل 








 1و روش ها) مواد 3-فصل
 ) اهداف و فرضیات1-3
 :5) هدف کلی1-1-3
 توسط روش رنگ سنجی مبتنی بر نانوذرات طلا یتیکوماوره آپلاسما اوره آلباکتری  شناسایی
 :0اهداف اختصاصی )2-1-3
 نانوپروب)AND- (ساخت نانوپروب  )الف
 بارگذاری پروب بر روی نانوذرات طلا ب) 
 سازی غلظت پروبپ) بهینه
 lCgM(2)سازی غلظت القاگربهینهت) 
 :) اهداف کاربردی1-1-3
 .کومیتیآل اوره آپلاسما اورهدسترسی به یک روش رنگ سنجی جهت تشخیص افراد مبتلا به عفونت 
  :4) فرضیات و سوالات پژوهش1-1-3
 .را تشخیص داد کومیتیآل اوره آپلاسمااورهبا استفاده از پروب متصل به نانوذرات طلا می توان باکتری 
 
                                                 
 sdohteM dna slairetaM 1
  laoG 2
  sevitcejbO 3






 پژوهش: 1ی) متغیرها5-1-3
 
 ) جدول متغیرها  1-0جدول 
نحوه و واحد 
  گیریاندازه
 نام متغیر نوع متغیر نقش متغیر تعریف علمی متغیر
 SLD,MET
 نانومتر
 نانوذرات کمی  ایمداخله اندازه ی نانوذرات
 نانوگرم
 
 AND کمی مستقل AND غلظت 
 نانومول
 




 lCgM ro lCaN 2غلظت 
 
  2lCgM ro lCaN کمی مستقل
 





  یف جذبط کمی وابسته پیک طیف جذب
  siv– vU
 retemotohportcepS
 نانومتر
 تجمع فقدان یا وجود
 نانوذرات
 تجمع نانوذرات کیفی وابسته
                                                 





 ) نوع مطالعه:2-3
  باشد.ی حاضر از نوع کاربردی میمطالعه
 
 :جامعه ی مورد مطالعه) 0-0
 ورهاباکتری  آزدر این مطالعه روش تشخیصی بر روی محصول تکثیری حاصل از سازه ی ژنی حاوی ژن اوره
 .گردیدبهینه  کومیتیآل اوره آپلاسما
 ها:) روش تجزیه و تحلیل داده1-3
    yaW enO AWONAو آزمون آماری  پد پریسمافزار گراف نرم ،تحلیل آماری از نرم افزار اکسلجهت تجزیه و 
 .گردیدستفاده ا tset ykuT
 ) ملاحظات اخلاقی:5-3
ملاحظات اخلاقی خاصی وجود  ،در این تحقیق به دلیل کار بر روی محصولات تکثیری حاصل از سازه ی ژنی
ی اخلاق دانشگاه علوم در سامانه 132.5931.CER.SMUQ.RIی اختصاصی نامه با کد شناسهاین پایان .ندارد
 پزشکی قزوین ثبت گردیده است.
  :مورد استفاده تجهیزات )6-3 
 آمریکا –شرکت بیوتک   sumirPمدل  دستگاه ترموسایکلر -
 آمریکا metsysoiB deilppA- IBA - , itireVل دستگاه ترموسایکلر مد -
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  فرانسه - baliorFیخچال دار شرکت  سانترفیوژ -
  ایران –و منبع تغذیه ی برق تانک الکتروفورز شرکت پایاپژوهش  تانک الکتروفورز -
   siserohportcele emit laeR -KU دستگاه  -
  دستگاه  -    rotanimullinarT VU آمریکا -
  ی سانتیگراددرجه درجه 4یخچال  -
  ی سانتیگراددرجه -35فریز  -
 501-sM-ODELOT RELTTEM ی آنالیتیکال مدلترازو -
 -  ایران -شرکت آب سازان دستگاه تهیه ی آب خالص فاقد یون
 ایران - 101_MH-ATLED مدل صفحه ی گرم کننده با قابلیت همزن مغناطیسی -
 سنگاپور -سنج شرکت ترانس  Hp دستگاه -
 مگنت -
 0006RD-8 :rtemotohportceps siV-VUمدل  دستگاه طیف سنج -
 ASU - 0001DNمدل دستگاه طیف سنج نانودراپ  -
    VK 002 03MC مدل 1میکروسکوپ الکترونی -
                                                 
 )MET( epocsorciM nortcelE noissimsnarT 1
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 rezisateZ: )nrevlaM ,dnalgnE( SZ onaN 1دستگاه اندازه گیری کننده ی اندازه و بار نانوذرات -
 -  آمریکا -شرکت کیاژن دستگاه ورتکس
 کره -  - cifitneics noisiVزمان دار با قابلیت کنترل دماییشیکر چرخشی  -
  ظروف شیشه ای: بالن ژوژه، بالن ته گرد دو دهنه، کندانسور، ارلن، استوانه ی مدرج، بشر -
 ژاپن oyrihciN - شرکت -muimerP tepihciNمدل سمپلر -
  سر سمپلر -
  میکروتیوب -
  میلی لیتر) 32و  21فالکون ( -
  آلومینیومیفویل  -
  ) مواد و کیت ها:2-3
 RCP :کیت خالص سازی محصول -
                        کره REENOIB-  - )1-4303-K ,4303-k.oN.taC-noitacifiruP RCP perpauccA(
 آمریکا -  5-paN )ecneics efil erachtlaeH EG( ستون کروماتو گرافی - 
   ایران -یکتا تجهیزآزما –مولکولی  5ی و نشانگر اندازه qaT پلیمراز  ANDآنزیم -
                                                 
 )SLD( rettacs thgiL cimanyD 1
 )reddal( rekram eziS 2
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 - نمک سدیم سیترات تری بازیک دی هیدرات1 ساخت شرکت سیگما (خلوص بالای 99%) - آمریکا
 - نمک هیدروژن تترا کلرواورات تری هیدرات5 ساخت شرکت سیگما (خلوص بالای  99/99 %) - آمریکا
 - نمک سدیم فسفات دی بازیک0 ساخت شرکت سیگما (خلوص بالای 2/79 %) - آمریکا
 - نمک سدیم فسفات مونوبازیک4 ساخت شرکت سیگما (خلوص بالای 79 %) - آمریکا
 - نمک سدیم کلرید2 ساخت شرکت سیگما (خلوص بالای 79 %) - آمریکا
  آمریکا - ساخت شرکت سیگما 6نمک دی تیوتریتول -
 - نمک سدیم دودسیل سولفات7 تهیه شده از شرکت سیناژن- ایران 
 - نمک سدیم آزید7 ساخت شرکت سیگما- آمریکا
 آلمان - kcreMهیدروکلریک اسید ساخت شرکت  -
 آلمان - kcreMنیتریک اسید ساخت شرکت  -
 بلژیک - balmehCسدیم هیدروکسید ساخت شرکت  -
 - اتیلن دی آمین تترا استیک اسید9 ساخت شرکت سیگما 
                                                 
 )O2H2.7O3aN5H6C( etardyhed cisabirt etartic muidoS 1
 )O2H3.4lCuAH( etardyhirt )III( etaruaorolhcartet negordyH 2
 )4opH2aN( cisabid etahpsohp muidoS 3
 )4op2HaN( cisabonom etahpsohp muidoS 4
 )lCaN( edirolhc muidoS 5
 )TTD( lotierhtoihtiD 6
 )SDS( etaflus lycedod muidoS 7
 )3NaN( ediza muidoS 8
 )ATDE( dica citecaartetenimaidenelyhtE 9
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 محلول های مورد استفاده:) 2-3
با آنها   Hp تهیه و سپس )601( lliH یها بر اساس پروتکل ارائه شده در مقالهتمام محلول در این مرحله
 .کالیبره شده بود، مورد سنجش قرار گرفت لسنج که از قب Hpاستفاده ازدستگاه  
 
 3-2-1) بافر مخصوص شکستن پیوند دی سولفیدی1 (حاوی 121 میلی مول بافر فسفات):
گرم سدیم فسفات مونوبازیک  3/7131 و گرم سدیم فسفات دی بازیک 5/6095به منظور تهیه ی این بافر مقدار 
مناسبی ازسدیم  حجممحلول با افزودن  Hpمیلی لیتر آب دو بار تقطیر در دمای اتاق حل شده و سپس  37در 
 لیتر رسانده شد.  میلی 331شده وبا آب فاقد یون به حجم نهایی  تنظیم 7روکسید روی دهی
     سدیم کلرید):نمک ی مول میل 151میلی مول بافر فسفات + 11(حاوی 5) بافر شستشو2-2-3
گرم سدیم فسفات مونو بازیک  3/253 بازیک،دی گرم سدیم فسفات  3/4511به منظور تهیه ی این بافر مقادیر 
 با افزودن Hpسپس  .حل شدند در دمای اتاق میلی لیتر آب فاقد یون 37گرم نمک سدیم کلرید در  3/6677و 
تنظیم شده و حجم نهایی با آب دوبار تقطیر به  7/4 روی /هیدروکلریک اسیدحجم مناسبی از سدیم هیدروکسید
 میلی لیتر رسانده شد. 331
 
 
                                                 
 reffub egavaelc ediflusiD 1
 reffub gnihsaW 2
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 مول نمک سدیم کلرید): 2میلی مول بافر فسفات +  11(حاوی 1بافر نمکی )3-2-3
گرم سدیم فسفات مونوبازیک  3/2513گرم سدیم فسفات دی بازیک،  3/5623به منظور تهیه ی این بافر مقدار 
محلول با افزودن  Hpمیلی لیتر آب فاقد یون در دمای اتاق حل شد. سپس  30گرم نمک سدیم کلرید در  2/447و 
 میلی لیتر رسانده شد. 32به حجم تنظیم و با آب دو بار تقطیر  7حجم مناسبی از هیدروکلریک اسید روی 
 میلی مول بافر فسفات): 111(حاوی  5ظیم کننده ی فسفات) بافر تن1-2-3
گرم سدیم فسفات مونوبازیک در  3/251گرم سدیم فسفات دی بازیک و  3/562ه ی این بافر مقدار یبه منظور ته
روی  هیدروکلریک اسیدمقدار مناسبی از با افزودن  Hpمیلی لیتر آب فاقد یون در دمای اتاق حل شد و سپس  30
 میلی لیتر رسانده شد. 32تنظیم و محلول با آب فاقد یون به حجم نهایی  7
 حجمی:–وزنی  %11 0) محلول سورفاکتانت5-2-3
 میلی لیتر آب فاقد یون حل گردید. 9دسیل سولفات در -گرم سدیم دو 1به منظور تهیه ی این محلول 
میلی مول نمک سدیم کلراید + سدیم  113میلی مول بافر فسفات +  11(حاوی  1) بافر سنجش6-2-3
 ):جحمی -وزنی % 1/11حجمی+ سدیم آزاید -وزنی %1/1دسیل سولفات -دو
گرم سدیم فسفات دی بازیک  3/4511گرم سدیم فسفات مونوبازیک،  3/253به منظور تهیه ی این محلول مقدار 
با افزودن حجم مناسبی  Hpدر دمای اتاق حل شد و سپس فاقد یون میلی لیتر آب  37گرم سدیم آزاید در  3/13و 
-گرم سدیم دو 3/13میلی لیتر(معادل  1در نهایت بعد از افزودن  تنظیم گردید 7/4از سدیم هیدروکسید روی 
                                                 
 reffub gnitlaS 1
 reffub tnemtsujda etahpsohP 2
 noitulos tnatcafruS 3
 reffub yassA 4
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میلی لیتر  331حجمی، محلول با آب فاقد یون به حجم -وزنی % 31دسیل سولفات) از محلول سور فاکتانت 
 رسانده شد.
 :) محلول دی تیوتریتول2-2-3
میلی لیتر بافر مخصوص شکستن پیوند دی سولفیدی حل  1در  TTDگرم  3/76453جهت تهیه ی این محلول، 
 گردید.
 :1(X )1 EBT) محلول 2-2-3
میلی لیتر آب   337در در دمای اتاق گرم بوریک اسید  2/2و  گرم پودر تریس 31/7جهت تهیه ی این محلول، 
دو بار تقطیر به حجم افزوده شده و سپس با آب  ATDEمیلی لیتر محلول  4دوبار تقطیر حل گردید و به آن 
 میلی لیتر رسانده شد. 331نهایی 
 میلی مول): 23/2) محلول سدیم سیترات تری بازیک دی هیدرات (9-2-3
میلی لیتر آب فاقد یون  35گرم نمک سیترات سدیم در دمای اتاق در  3/6675جهت تهیه ی این محلول مقدار 
 .میلی لیتر رسانده شد 25حل گردید و سپس با آب فاقد یون به حجم نهایی 
 :میلی مول) 1) محلول هیدروژن تترا کلرواورات تری هیدرات (11-2-3
میلی لیتر آب خالص فاقد یون حل  335گرم نمک طلا در دمای اتاق در  3/1جهت تهیه ی این محلول، 
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 :مورد استفادههای پروب و پرایمر) 9-3
و فاکتورهای ذیل در  در طراحی پروب مورد نظر نهایت دقت مبذول UUژن اوره آز باکتری  ظور شناسایینبه م
تا با توالی  قطعه ی مورد نظر از ژن اوره آز اختصاصیت کامل داشته و امکان تشابه با توالی های  گردید آن لحاظ
 :ارگانیسم های دیگر به حداقل برسدمشترک حفظ شده در بین این باکتری و 
نوکلئوتید طراحی گردید تا اختصاصیت هیبریداسیون با توالی هدف فرآهم  05پروب مورد نظر با طول  -1
 .)701, 701(شود
با استفاده از سری و دایمر در توالی پروب های سنجاقاز عدم وجود ساختارهای ثانویه نظیر لوپ، حالت -5
اطمینان   7 ogilOو نیز نرم افزار  (moc.andtdi.www//:ptth)  )TDI( seigolonhceT AND detargetnIسایت 
 حاصل گردید
به کار برده شد نوکلئوتید)  6آدنین (  از نوکلئوتید توالیحاوی  1دهندهفاصلهپروب مورد نظر یک در ابتدای  -0
, 701( کاهش جذب سطحی نواحی شناسایی پروب بر روی نانوذرهبا نیز پایداری نانوپروب را افزایش داده و تا 
از آنجایی که طول  .اجتناب شود ، از ممانعت فضایی احتمالی در هیبریداسیون نانوپروب با توالی هدف)901
) و شده بارگذاری پروب میزان و انداز، بافر نمکی، طول فاصلهمحلول 5هم زدنفاصله دهنده یکی از عوامل مهم (
نجر به افزایش م ای از آنبه کارگیری طول بهینهباشد، تاثیرگذار در میزان هیبریداسیون نانوپروب با توالی هدف می
که در پی تعیین تعداد  )701, 611(ای پیروی از مطالعه زمایش باآشود. در این ش حاضر میوقدرت تشخیصی ر





-31ی ی نوکلئوتیدهای فاصله انداز، به میزان هیبریداسیون مطلوبی با پروب حاوی فاصله دهنده در محدودهبهینه
  .نوکلئوتیدی استفاده گردید 6ی یافته بود، از یک فاصله دهندهنوکلئوتید دست  6
 نشان داده شده است. 5-0و 1-0ول ااطلاعات مربوط به پرایمرها و پروب در جد
 
 
 تهیه گردیدند. ی جنوبی)(کره 1الیگونوکلئوتیدی از شرکت بیونر یپرایمرهاو توالی پرایمر ها و پروب. پروب  )1-0دول ج









 remirp esrever esaerU
 
 
 GTG GAC GAT GCT AAA CAA GTT AAAAAAAA-)2HC( -SH
 
 





 ی پروب سفارشی.اطلاعات ضمیمه )5-0جدول   
 




 مورد استفاده: مل پلاسمیدی) حا11-3
کلون شده بود که  AHBpمورد تشخیص به صورت سنتتیک در سازه ی ژنی  آزدر این تحقیق ژن اوره
 .)1-0تهیه گردید. (شکل reenoiBازشرکت 
 




 ) روش و تکنیک اجرای مطالعه:11-3 
قدام به ا مطالعه با استفاده از پروب الیگونوکلئوتیدی متصل به نانوذرات طلا در یک روش رنگ سنجیدر این 
وش ر شده است. برای این منظور پس از ساخت نانوپروب،آلیتیکوم آپلاسمااورهاورهباکتری آز اورهژن  شناسایی
 .گرفتآز مورد ارزیابی قرار ن اورهژی ژنی حاوی از سازه ،تشخیصی بر روی محصولات تکثیری
 حامل پلاسمیدی:آز در ) تایید وجود ژن اوره1-11-3
 ناناطمی ی ژنی مورد نظر در حامل پلاسمیدیاز حضور قطعهبا استفاده ازتکثیر توسط پرایمرهای ژن اوره آز، 
با بهره گیری از قابلیت گرادیان دمایی دستگاه ترموسایکلر دمای اتصال پرایمر ها به در این مرحله  حاصل گردید.
مورد بهینه سازی قرار گرفت. برای این  ی سانتیگراددرجه 72/2و  72، 72/7، 72/2 دمایچهار در  هدفژن 
رایمرها لاسمید و نیز پاز پودر لیوفلیزه ی پ مقطرابتدا غلظت های مورد نیاز برای تکثیر، با افزودن آب منظور  
 آن یبه پودر لیوفلیزه مقطرآب میکرولیتر  32ی اصلی از حامل پلاسمیدی  ی محلول ذخیرهجهت تهیه تهیه شد.
) از نانوگرم در میکرولیتر 32(با غلظت 1/5فزوده شد. سپس یک رقت ا) میکروگرم در میکرولیتر 2(با غلظت 
و در نهایت رقت  1/5) از رقت پیکوگرم در میکرولیتر 3325غلظت  (با 1/35ی اصلی و به دنبال آن رقت ذخیره
تهیه گردید. با استفاده از آب تزریقی  1/35) از رقت  جهت تکثیر، پیکوگرم در میکرولیتر 325( با غلظت  1/31
پیکومول  332اضافه گردید تا  غلظت  مقطری آنها به میزانی آب به پودر لیوفلیزهی پرایمرها نیز ابتدا جهت تهیه
 پیکومول در میکرولیتر 25(با غلظتحاوی  1/35یک رقت  ،حاصل شود و سپس از محلول حاصل در میکرولیتر
غلظت مورد ، پیکومول در میکرولیتر 25از هردو پرایمر(هر یک با غلظت 1و در نهایت یک محلول ترکیبی )
 32واکنش تکثیری در حجم نهایی . تهیه گردید میکرولیتر  34) با حجم نهایی نیازبرای واکنش تکثیری
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اجرا شد و ، 4-0و  0-0در جداول  به ترتیب  میکرولیترمطابق با مقادیر واکنشگرها و برنامه ی زمانی  ارائه شده
درصد، متناسب با ظرفیت سینی 1/2رز . جهت تهیه ی ژل آگامورد بررسی قرار گرفت آگارز درصد 1/2در ژل 
 EBTمیلی لیتر بافر  25وزن گردیده و پس از حل شدن در  گرم پودر آگارز 3/270 میلی لیتر) 25( مورد استفاده
)  توسط حرارت به طور کامل جوشانده شد. پس از بستن دو طرف سینی با چسب شیشه ای و قراردادن X1(
دن ش زمان لازم برای بسته از سپری شدن  پسمحلول آگارز به آرامی در سینی ریخته شد و ، داخل آنشانه در 
 EBT  چسب و شانه از سینی جدا و ژل همراه سینی داخل تانک الکتروفورز حاوی بافر ،دقیقه) 30ژل (حدود 
 ) قرار داده شد.X1(
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 جهت تکثیر ژن اوره آز. RCP) برنامه ی زمانی مراحل 4-0جدول           
 egatS ( erutarpmeTº)C )dnoces( emiT






















 noitnetxe laniF 27 003
 
 :ی ژنی غیرمرتبط) تکثیر قطعه2-11-3
 1یرمرتبطغ نوکلئیک اسیدی یاز یک توالدر این مطالعه جهت بررسی اختصاصیت پروب نسبت به توالی هدف 
برای این  .)5-0(شکل  استفاده شد ،بود ژنی مورد هدف پروب یِتقریبا مشابه قطعه  که از لحاظ  طول توالی
با استفاده از  0فیلیامالتی استنوتروفوموناسبه باکتری متعلق  5جفت باز 352طول با  Dounمنظور توالی ژنی
با مقادیر واکنشگرها و برنامه ی زمانی و  میکرولیتر 25در حجم نهایی  و 2-0پرایمرهای ذکر شده در جدول 
گارز آو سپس کیفیت قطعه ی تکثیری با استفاده از  شدهتکثیر   6-0و 2-0 دمایی ارائه شده به ترتیب در جداول 
 ). 1-9-0درصد مورد بررسی قرار گرفت ( 1/2
 .فیلیامالتی استنوتروفوموناسباکتری  Doun) توالی ژنی محصول غیرمرتبط(ژن  5-0شکل 
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       لودج0-2 یاهرمیارپ یلاوت )nuoD . 
Sequence (5′→3′) Oligonucleotides 







































































 .Dounتکثیر  جهت RCP ) ) برنامه ی زمانی مراحل7-0جدول   
 egatS ( erutarpmeTº)C )dnoces( emiT
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 :) ساخت نانوذرات طلا3-11-3
 (   nataNو   esnerFروش )با روش احیا  نمک طلا توسط سیترات سدیم نانومتر 30زیر در ابعاد  نانوذرات طلا
 یبر روی صفحهمیلی مول )  1لظتغ( محلول نمک طلا میلی لیتر 325. به طور خلاصه )141, 341( ندشدسنتز 
میلی لیتر محلول نمکی سدیم  25 در نقطه ی جوشگرم کننده (با قابلیت همزن مغناطیسی) جوشانده شد وسپس 
 ،دقیقه جوشیدن 21. بعد از به آن اضافه گردید (   میلی مول 70/7(با غلظت سیترات تری بازیک دی هیدرات
دقیقه ی دیگر ادامه پیدا کرد. پس از سرد  21حرارت قطع شده ولی فرآیند همزدن جهت یکنواخت شدن محلول 
برای جلوگیری از برخورد نور، اطراف ظروف فوق با فویل  گردید ومحلول فوق به ظروف شیشه ای منتقل  ،شدن
 .آلومینیومی پوشانده شد
 :MET  استفاده از میکروسکوپ عبوریبررسی اندازه ی نانوذرات با ) 1-3-11-3
با  نمونهاز  1/5بعد از تهیه ی رقت ، طلا توسط میکروسکوپ عبوری ی نانوذراتجهت عکسبرداری از نمونه
 ،دقیقه 2به مدت  اتو 346 ، کیلوهرتز 20 و قرارگیری در دستگاه سونیکاتور( خالص فاقد یوناستفاده از آب 
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کیلو ولت انجام  335عکسبرداری در  قرار گرفت. 1ه و روی شبکه ی مسیمقداری از آن( میکرولیتر) برداشت
 گرفت.
 ی نانوذرات طلا:و بار الکتریکبررسی توزیع اندازه  )2-3-11-3
-31. جهت آماده سازی، ابتدا نمونه به مدت مورد بررسی قرار گرفت rezisateZتوزیع اندازه ی نانوذرات توسط 
  تحت امواج اولتراسونیک قرار گرفت و سپس توزیع اندازه ی آن بررسی گردید.دقیقه در دستگاه اولتراسونیک  2
 بررسی ماکزیمم جذب نانوذرات:) 3-3-11-3 
ی در محدودهرقیق شده بود،  1/31که با استفاده از آب فاقد یون به نسبت ماکزیمم جذب نانوذرات طلا 
 گیری شد.اندازه siV-VUاسپکتروفتومتر  توسطنانومتر  334-337های طول موج
  :تعیین غلظت و ضریب خاموشی) 1-3-11-3
محاسبه گردید. محاسبه ی غلظت با فرض برابر بودن قطر  5-1غلظت تقریبی  نانوذرات طلا توسط معادله ی 
 انجام گرفت.   uA3+نانوذرات و نیز احیا  کامل یون های 
                                                             .)141(رات طلا  ) محاسبه ی غلظت نانوذ1-0معادله ی 
                                                                                                                                                                                                                        
شعاع  r ،   uA3+غلظت یون های  CuAگرم بر مول)،  691/79جرم مولی نمک طلا( MuAدر معادله ی فوق، 
 عدد آووگادرو می باشد. A) و گرم بر سانتیمتر مکعب 91/50چگالی طلا (  ρuAطلا،نانوذرات 
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، و ماکزیمم جذب  محلول توسط دستگاه اسپکتروفتومتر، 1-5پس از به دست آوردن غلظت نانوذرات از معادله ی 
 .)541() محاسبه گردید5-5لامبرت (معادله ی -معادله ی بیر موشی با استفاده ازریب خاض
 
 cb Ɛ =A        .                           )541(لامبرت-) معادله ی بیر5-0معادله                                
 
غلظت  Cو  متر)(سانتیطول سل  b،  )-1مترسانتی -1(مول ضریب خاموشی ˓، ماکزیمم جذب نانوذرات   A 
 .(نانومول)نانوذرات
 ) ساخت نانوپروب:1-11-3
نانوذرات نوکلئوتید به  95تیوله با طول  های الیگونوکلئوتیدیپروب، ازمکمل اوره به منظور ساخت نانوپروب
پیکومول در  331. برای این منظور پروب مورد نظر جهت دست یابی به غلظت )601(ندمتصل گردید حاصله
از پروب  نانومول) 6( میکرولیتر 36پس از احیا   در مقدار مشخصی آب فاقد یون استریل حل گردید. میکرولیتر
ساعت، پروب  5-0به مدت ( ,8 =Hp میلی مول،  371( تهیه شده در بافر فسفات مول 3/1( TTDتیوله در محلول 
 نمک زدائی شدند: 5-PANها طبق مراحل ذیل توسط ستون کروماتوگرافی
 ستون جدا گردید. ینگهدارنده فرابتدا و انتهای ستون جهت خارج سازی با .1
 .ود سه برابر حجم ستون)میلی لیتر آب فاقد یون شستشو داده شد( حد 31ستون توسط . 5




میکرولیتر آب فاقد یون به ستون افزوده شد و خروجی ستون به ازای  329. پس ازورود کامل نمونه به ستون، 4
میلی لیتری جمع آوری گردیده و غلظت پروب در هر میکروتیوب توسط  5هر سه قطره در میکروتیوب های 
 تعیین شد. 0001DNدستگاه نانودراپ 
برای ساخت نانو پروب محاسبه  ، 4 یجمع آوری شده در مرحلهپروب از  مشخص غلظتچهار ین مرحله ادر  .2
رد مو هایفالکون لیتر از محلول نانوذرات در داخل فالکون ترکیب شد.میلی  1با و هر یک از مقادیر محاسبه شده 
در  دور 10-10> ،  هرتز 1با سرعت ساعت روی شیکر ( 61نظر بعد از پوشیده شدن در فویل آلومینیومی به مدت 
 (  میلی مول 331,و پس از سپری شدن این زمان بافر تنظیم کننده فسفات ( بافر فسفات  ند) قرار گرفت 1دقیقه
 افزوده شد.  هابه آن) 0-0(معادله ی  طبق 7 =Hp
 
 
 بافر تنظیم کننده  فسفات. محاسبه ی حجم مورد نیاز از محلول) 0-0یدلهامع
 31( SDSدر مراحل بعدی محلول . در این مرحله جهت ممانعت از تجمع نانوذرات و افزایش کارایی شستشو 6
 به محلول مورد نظر افزوده شد. )4-0() طبق معادله ی %
 
     
  
 .SDSحجم مورد نیاز از محلول محاسبه ی  )4-0معادله       
 
                                                 
 )mpr( setunim rep dnuor 1
/حجم کل محلول به میکرولیتر= حجم بافر تنظیم کننده  3/حجم31
 فسفات 
  کل محلول به میکرولیتر= حجم بافر تنظیم کننده  فسفات  
 
  /حجم کل محلول به میکرولیتر= حجم بافر تنظیم کننده  فسفات 31
 





دقیقه بر  30نور در یک فویل آلومینیومی پیچیده و به مدت  جهت جلوگیری از برخورد. محلول حاصل 7
)  7 = Hp، مول 5، نمک سدیم کلراید  میلی مول 331بافر فسفات ( روی شیکر قرار گرفت. سپس بافر نمکی
مرحله اضافه گردید تا  6، در حالی که روی شیکر قرار داشت طی به محلول مورد نظر)2-0(طبق معادله ی 




 .) محاسبه ی حجم مورد نیاز از بافر نمکی2-0معادله       
پس از آخرین مرحله ی افزودن بافر نمکی، محلول حاصل جهت به توازن رسیدن به مدت یک شبانه روز  ..7
 دور در دقیقه  11101 سپس با سرعت).  دور در دقیقه 10-10> ،  هرتز 1روی شیکر قرار گرفت (با سرعت
میلی لیتر  1شستشو با فیوژ گردید و محلول رویی جهت یدقیقه سانتر 25درجه ی سانتیگراد و به مدت  4در
 4مرحله ی شستشو جابه جا شد. )میلی مول 321  نمک سدیم کلراید، میلی مول 31 (بافر فسفات از بافر شستشو
میلی  31بافر فسفات میلی لیتر بافر سنجش( 1 مایع رویی با سانترفیوژشده و پس از آخرین مرحله ی تکرار بار
 .) جابه جا گردید4.7 = Hp،  % 3/13+ محلول سدیم آزاید   مول 3/0نمک سدیم کلراید ، مول
 ی نانوپروب:و بار الکتریک) بررسی توزیع اندازه 1-1-11-3
از نانوپروب تهیه و بعد از قرار گیری در معرض امواج اولتراسونیک، توزیع  1/0برای این منظور ابتدا رقت 
 بررسی گردید.  rezisateZاندازه ی آنها توسط 
 




 یین ما کزیمم جذب نانوپروب:عت )2-1-9-3
ط دستگاه ماکزیمم جذب آن توس ی نانوپروب،از نمونه 1/31نظور پس از تهیه ی رقت برای این م
 .تعیین گردید siV-VUاسپکتروفتومتر 
 تعیین غلظت نانوپروب: )3-1-9-3
و ماکزیمم جذب محلول نانوپروب (حاصل ازآنالیز  4-0-9-0 بخش از آمدهدست  به ˓ با جایگزینی
 گردید.محاسبه )، غلظت نانوپروب 5-0ی لامبرت (معادله-ی بیراسپکتروفتومتری) در معادله
 ) تایید اتصال پروب به سطح نانوذره:1-1-11-3
در این مرحله تایید بارگذاری پروب بر روی نانوذرات طلا از طریق آزادسازی پروب های تیوله از سطح 
مخصوص شکستن پیوند دی  رمول تهیه شده در باف 3/61با غلظت ( TTDنانوذرات طلا توسط محلول 
لیتر از پروب ومیکر 31صورت گرفت. برای این منظور مقدار میلی مول)  371 سولفیدی حاوی بافر فسفات
مجاور شده و تغییرات طیف پیک جذبی ونیز رنگ محلول مورد بررسی  TTDمیکرولیتر از محلول  31با  تیوله
 قرار گرفت.
 ) بهینه سازی روش تشخیصی:5-11-3
 در ابتدا دو اقدام اولیه لازم جهت بهینه سازی روش تشخیصی،  که در ذیل ذکر شده انجام شد:
یز دایمر و ن -ردر این مرحله محصول حاصل از تکثیر جهت حذف پرایم تکثیری:الف) تخلیص محصول 
و   tik noitacifiruP RCP perpauccA، توسط ناشی از فرآیند تکثیر و نوکلئوتید) (آنزیممواد تداخل کننده
 طبق دستورالعمل کیت فوق و به شرح ذیل تخلیص گردید:
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میکرولیتر  332ترکیب شده (برای مثال  RCPبافر اتصالی  از خود،برابرحجم  2با یک مقدار  RCP. محصول 1
 میکرولیتراز محصول تکثیری) و به طور کامل توسط ورتکس مخلوط گردید. 331بافر به ازای 
با  وبه ستون تخلیص که بر روی تیوب جمع آوری  قرارگرفته بود منتقل  1ازمرحله ی  . ترکیب حاصل5
 فیوژ گردید.یدقیقه در دمای اتاق) سانتر 1مدت (به   یقهدر دق دور 33301سرعت 
 . مایع جمع شده در تیوب جمع آوری خارج شده و دوباره ستون تخلیص روی آن قرار گرفت.0
(به مدت دور در دقیقه 33301 از بافر شستشو به ستون تخلیص اضافه و با سرعت میکرولیتر 332. به میزان 4
 گردید.فیوژ یدقیقه در دمای اتاق) سانتر 1
 . مایع جمع شده در تیوب خارج شده و ستون تخلیص دوباره بر روی تیوب جمع آوری قرار گرفت.2
 تکرار شدند. 2و  4. فرآیندهای مراحل 6
جهت حذف اتانول اضافه و انتقال ستون تخلیص بر روی میکروتیوب جدید،ستون تخلیص با سرعت . 7
 فیوژ گردید.یی اتاق) سانتردقیقه در دما 1به مدت (  یقهدور در دق 33301
بافر خارج سازی به مرکز ستون  میکرولیتر 30. ستون تخلیص بر روی میکروتیوب جدید منتقل شده و 7
 دقیقه در دمای اتاق قرار داده شد. 1-0اضافه و جهت خارج سازی  تخلیص
دقیقه در دمای  1به مدت (  یقهدور در دق 33301 فیوز با سرعتیتوسط سانتر AND. خارج سازی قطعات 9
 4صورت گرفت سپس غلطت محصول تکثیری خالص شده توسط دستگاه نانودراپ تعیین و در یخچالاتاق) 
 نگهداری شد. درجه ی سانتیگراد
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  ور افزایش شدت رنگ، محلول نانوپروب باسرعت ظجهت تغلیظ نانوپروب به من  تغلیظ نانوپروب:ب) 
 332گردید و سپس  ژفیویسانتر  ی سانتیگراددرجه 4دمای دقیقه و  25به مدت    یقهدور در دق 33341
ی روش برای استفاده در فرآیند ارزیاببرداشته شده و باقی محلول با پلت نانوپروب مایع رویی میکرولیتر از 
 .کاملا ترکیب گردیدتشخیصی، 
 نمک منیزیم کلرید:) بررسی میزان پایداری نانوپروب در برابر اثر القایی 1-5-11-3
می تواند در غلظت  ،به دلیل دارا بودن قدرت نمکی بالاتر نسبت به سدیم کلراید )lCgM2( منیزیم کلراید
گ کاهش شدت رن و شده و بر مشکل افزایش رقتنانوپروب به کار گرفته  رسوبوحجم پایین تری جهت 
مشکل در رنگ سنجی به که منجر )مولار 2از سدیم کلراید( به کار گیری حجم بالایی ناشی از  وب،رنانوپ
از منیزیم کلراید به عنوان  رویه ی تشخیصی. از این رو در این غلبه کند  د،ومی ش  چشمی و طیف گیری
مولار  3/5 عامل القاگر تجمع نانوپروب استفاده گردید. برای این منظور، حجم های مختلفی از منیزیم کلراید
-sirT میکرولیتر بافر 7میکرولیتر از نانوپروب تغلیظ شده و  6حاوی ( میکرولیتراز محلول نانوپروب 01 با
از نمک که منجر به القای رسوب نانوپروب  مقداربا بررسی پایداری نانوپروب کم ترین  ) مجاور گردید. وlC
درنظر  بهینه جهت فرآیند تشخیصیحجم  ) می شد به عنوانطوسیمتعاقبا تغییر رنگ محلول (از صورتی به  و
 گرفته شد.
 ) بررسی روش تشخیصی بر روی نمونه ی تکثیری:2-5-11-3
از رویه های به کار گرفته شده در ی تکثیری مربوط به ژن اوره آز باکتری مربوطه قطعه جهت شناسایی
یی توانا در این روش برای افزایش شدت رنگ و در نتیجه الگو گرفته شد. )041, 231(مطالعات پیشین مشابه 
 .مورد استفاده قرار گرفت سپسظ و یحاصل تغلنانوپروب  ،سهولت تفکیک چشمی و
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و  1-11-0ارائه شده در بخش  پس از تکثیر طبق پروتکل ،آزطعه ی ژنی اورقبر روی  تشخیصی فرآیند
شده تخلیص  )2-11-0 (تکثیربعد ازصورت گرفت همچنین قطعه ی ژنی غیرمرتبط  5-11-0بخش تخلیص 
تعیین  ی ژنی هدف پس ازی قطعهبه عنوان کنترل مورد استفاده قرار گرفت. محصول تکثیری  تخلیص شده و
مقادیر متفاوتی (بر حسب غلطت مورد نظر) از محصول : مورد ازمایش قرار گرفتبه شرح ذیل غلظت، 
میکرولیتر از نانوپروب تغلیظ شده  6با  و نیز یک غلظت از محصول غیر مرتبط یغلظت یبازه 9تکثیری در 
به عنوان بافر هیبریداسیون  )lc-sirT(میلی لیتری ترکیب وحجم نهایی واکنش با تریس  3/5در یک میکروتیوب 
. سپس نمونه ها جهت انجام )7-0(جدول میکرولیتر رسانده شد 01ی محصول تکثیری به و نیز محلول پایه
ها نمونه ،دقیقه انکوبه شدند بعد از انکوباسیون 31ی سانتیگراد به مدت درجه 29فرآیند دناتوراسیون در دمای 
د. پس از سپری دقیقه در دمای آزمایشگاه قرار گرفتن 30به مدت ی هدف جهت اتصال نانوپروب به رشته
ها به جز نانوپروب افزوده شده و پس ی نمونهبه همه lCgM2میکرولیتر از محلول  1/1، مقدار شدن این زمان
شد. انجام  0001DNها  توسط دستگاه نانودراپ دقیقه طیف گیری از نمونه 35-30مدت زمان  سپری شدناز
میکرولیتر محلول  5آن، دستگاه توسط  1خودکاردر این مرحله پس از روشن کردن دستگاه و کالیبراسیون 
گیری قرار گرفتند. جهت تفسیر شدت تجمع بلانک گردیده و سپس نمونه ها مورد طیف )lc-sirT(شاهد 
پهنای   ،جایی پیکی جابهها به صورت بررسی خصوصیات پیک پلاسمون دربرگیرندهآنالیز طیف نانوذرات،
 نانومتر) 326/452نانومتر( 452و  326سبت شدت جذب در دو طول موج و نیز ن 5پیک در نصف مقدار بیشینه
  انجام شد.
 
                                                 
 noitarbilac-otuA 1




 .روش تشخیصی مبتنی بر نانوذرات طلا) اجزای آزمایش 7-0جدول 
  نانوپروب کنترل منفی هانمونه محصول غیرمرتبط
 )lµ( )Mm 01( lC-sirT 7 7 --- 0/64
 )lµ( )Mn 21.71( seborponan uA 6 6 6 6
 )lµ( stcudorp RCP deifiruP ---- ---- 7 0/42
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 آز در حامل پلاسمیدی:) تایید وجود ژن اوره1-11-1
یز ی مورد نظر و نبر روی حامل پلاسمیدی به منظور حصول اطمینان ازوجود قطعه واکنش تکثیری در این مرحله
استفاده از پرایمرهای با سانتیگراد  72/ 2و  72/7، 72، 72/2بهینه سازی دمای اتصال پرایمرها در چهار دمای 
استفاده از ژل . بررسی کیفی محصول تکثیری با )4-0(جدول  صورت گرفتی ژنی مورد نظرمربوط به قطعه
ی تکثیر نمونهباند مربوط به که  جفت باز بود 770آز با طول ی ژنی اورهدرصد تاییدی بر حضور قطعه1/2آگارز 
 . )1-4(شکل   ت بیشتری برخوردار بودددرجه از ش 72شده در دمای 
 
مرها در صال پرایسازی دمای اتپلاسمیدی و بهینهدر حامل آز اورهی ژنی مربوط به تایید وجود قطعه الکتروفورز) تصویر1-4شکل 
 -2  ی سانتیگراددرجه 72/2و  72، 72/7، 72/2هایی با دمای اتصال پرایمر به ترتیب مربوط به واکنش -4  0، 5، 1آگارز.  % 1/2ژل 
 جفت باز. 331 ی مولکولینشانگر اندازه
  






 ی ژنی غیرمرتبط:) تکثیر قطعه2-11-1
تکثیر گردید و سپس تکثیر  7-0و  6-0ی ارائه شده در جداول طبق پروتکل ها  Dounدراین مرحله تکثیر
 یتوالی مورد نظر در موقعیت  بالای نشانگر مولکول درصد، با مشاهده 1/2آن توسط بررسی بر رو ژل آگارز 
 ).5-4فت بازی تایید گردید(شکل ج 332
 
جفت  331ی مولکولی نشانگر اندازه -5 Duonمحصول  -1ی ژنی غیرمرتبط. ) تصویر الکتروفورز مربوط به تکثیر قطعه5-4شکل 
 باز.
 
 ) ساخت نانوذرات طلا:3-11-1
 از های حاصلیز آنها بود، آنالیزآمارغوانی تیره نانوذرات طلا که مبین ساخت موفقیت -علاوه بر رنگ قرمز
 .آنها تاییدی بر سنتز مطلوب نانوذرات بود 1ماکزیمم جذب ونیز MET ,SLD
                                                 




 :METی نانوذرات طلا با استفاده از میکروسکوپ عبوری ) بررسی اندازه1-3-11-1
نشان کیلو ولت  335در ولتاژ  03MC spilihPنتایج حاصل از عکسبرداری از نانوذرات طلا توسط دستگاه 
 .)0-4(شکل آنها  بودبرای نانومتر 21 ی قطری حدوددهنده
 نانومتر. 31 نوار مقیاسبا از نانوذرات طلا.  MET  ) تصویر میکروسکوپ0-4شکل 
 
 نانوذرات طلا : کییو بار الکتر بررسی توزیع اندازه )2-3-11-1
مورد بررسی قرار گرفت که نتایج  SLD طلا ( بر حسب تعداد%) توسط دستگاهی نانوذرات توزیع اندازه
 .بود METدر همخوانی با نتایج عکسبرداری توسط و  نانومتر41/15 مبین قطری حدودحاصل از آن 
 بود 3/775و  میلی ولت -10/1بر با برابه ترتیب نانوذرات نیز  1و شاخص پراکندگی بار الکتریکی  
 .)4-4(شکل
                                                 




 .SLDی نانوذرات طلا توسط ) تصویر توزیع اندازه4-4شکل 
 .
 جذب نانوذرات:) بررسی ماکزیمم 3-3-11-1
 و در  3/100نانوذرات طلا ساخته شده برابر با  برای  siV-VUماکزیمم جذب بدست آمده از اسپکتروفتومتر
(شکل  شد 0/10) برابر با 31که پس از ضرب در ضریب رقت( نانومتر بود 712- 352طول موج  یمحدوده
 .)2-4
 





 :نانوذرات یتعییین غلظت و ضریب خاموش) 1-3-11-1
). در این معادله با معلوم 4-0-11-0(بخش محاسبه گردیدغلظت نانوذرات طلا   1-5ی با استفاده از معادله
گرم  691/ 79(  م مولی طلارج  MuA )،میلی مول 1(  uA+3های طلا غلظت یون  CuAبودن مقادیر پارامترهای 
 91/50( چگالی طلا ρuA ) و6/21 × 1132( عدد آووگادرو A)، نانومتر 2/1( شعاع نانوذرات r )،  بر مول
. سپس با استفاده از غلظت برآورد شد نانومول 11 حدودنانوذرات طلا  غلظت  )گرم بر سانتی متر مکعب
) 0/10گیری شده محلول توسط دستگاه اسپکتروفتومتر(اندازهی فوق و ماکزیمم جذب محاسبه شده از معادله
       ) محاسبه گردید که مقداری برابر با5-5 لامبرت(-بیر ی) نانوذرات از طریق معادله ˓ضریب خاموشی(
 بود. -1مترسانتی -1مول  0/933
 ) تعیین تعداد اتم نانوذرات طلا:  5-3-11-1
ی و با استفاده از معادله MET هایحاصل از آنالیز )mn 51 =Dنانوذرات طلا (با در نظر گرفتن قطر تقریبی 
 برآورد شد. اتم 475431نانوذرات طلا هایتعداد اتم 1-4
 
 
 .)541(های نانوذرات طلای تعداد اتم) محاسبه1-4ی معادله
 
 
                     
                                                                                                            
 نانوپروب:) ساخت 1-11-1
 1، 3/9، 3/27، 3/7( پروب در هر چهار غلظت ساخته شدهنانوپروب شکل روغنی  و تشکیل رسوب سیال
جمع ی عدم تپس از چندین مرحله سانترفیوز طی فرآیند شستشو و عدم تغییر رنگ نشان دهنده، نانومول)
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و ماکزیمم    MET ,SLD  هاییآمیز نانوپروب بود. همچنین نتایج حاصل از بررسسنتز موفقیت در نتیجهو
  ).6-4جذب حاکی از ساخت مطلوب نانوپروب بود (شکل 
نانوپروب  شکل روغنی و سیال محلول رسوب-5،0،4 )b(با نانوپروب  )a( ی رنگ نانوذرهمقایسه -1) ساخت نانوپروب. 6-4شکل 
به مدت 33341 محلول قرمز رنگ نانوپروب پس از مخلوط رسوب حاصل سانترفیوژ در -2 پس از شستشو و سانترفیوزهای مکرر
 ی سانتیگراد.درجه 31دقیقه در دمای  25
 
 نانوپروب: کییو بار الکتر توزیع اندازه ی) بررس1-1-11-1
دگی نپراک و شاخص (بر حسب تعداد %) 91/73ای حدود توزیع اندازه مبین SLDهای حاصل  از دستگاه آنالیز
(شکل  بود -75/9Vmبرابر با یری شده برای آن نیز گاندازهبار الکتریکی  برای نانوپروب بود. 3/194برابر با 
 .)7-4
پس قرارگیری در  1/0ی نانوپروب در رقت آنالیز توزیع اندازه .SLDی ی نانوپروب به وسیلهتوزیع اندازهی مقایسه) 7-4شکل 





 بررسی ماکزیمم جذب نانوپروب: )2-1-11-1
 نانومتر 052-652ی در محدودهنانوپروب ساخته شده  مبین ماکزیمم جذب طیف سنجی حاصل از یهابررسی
بود که پس از ضرب  3/762گیری شده برای محلول نانوپروب برابر با میزان جذب اندازه ).7-4(شکل  بود
 شد.   2/76در ضریب رقت برابر با 
 
 . siV-VUب با نانوذره توسط اسپکتروفتومتر های نانوپروی بین طیف) مقایسه7-4شکل 
 
 تعیین غلظت نانوپروب: )3-1-11-1
  4-0-11-4شده از بخش  و نیز  ضریب خاموشی محاسبه )2/76(با مشخص بودن شدت جذب نانوپروب 






 ح نانوذرات:طتیوله بر س بپرو اتصالتایید  )1-1-11-1
تجمع نانوپروب و متعاقبا تغییر رنگ محلول  آن از قرمز به طوسی به دلیل جدا شدن پروب تیوله از سطح 
 .)9-4(شکل  تاییدی بروجود پروب بر سطح نانوذرات بود  TTDنانوذرات در پی افزودن محلول 
 
 
محلول نانوپروب پس از  b((شاهد)  نانوپروب  a(. TTDتیوله به سطح نانوذرات توسط ) بررسی اتصال پروب 9-4شکل   
 .TTD )میلی مول61( افزودن
 
 سازی روش تشخیصی:بهینه )5-11-1
دایمر) بر روی ژل -جفت باز (مربوط به پرایمر 331ی ضعیفی با طول کمتر از پس انجام واکنش تکثیر باندها
 .سازی محصول تکثیری حذف گردیدندحضور داشتند که با خالص
 میزان پایداری نانوپروب در برابر اثر القائی نمک منیزیم کلرید:) بررسی 1-5-11-1
از میکرولیتر)  1-1/7(در برابر مقادیر مختلفی  )نانومول71/51( ی  نانوپروبپایداری محلول تغلیظ شده
و مورد بررسی قرار گرفت و کمترین مقدار از آن که منجر به القا  تجمع مولار) 3/5(محلول منیزیم کلراید 
شد، به عنوان حجم نهایی القاگر در فرآیند تشخیصی به کار می طوسی) -( از صورتی  نانوپروبتغییر رنگ 
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درمحلول واکنش در حجم میلی مول  61/9نهایی حدود و غلظت میکرولیتر  1/1گرفته شد. این حجم برابربا 
 .)31-4(شکل  بودمیکرولیتر  01نهایی 
 
          
محلول  i-b( محلول شاهد (نانوپروب) a(بر روی نانوپروب مولار 3/5 کلراید های مختلف محلول منیزیمتاثیر حجم )31-4شکل 
 میکرولیتر. 1-1/7هاینانوپروب پس افزودن منیزیم کلراید به ترتیب در حجم
 
 سازی روش تشخیصی بر روی محصول تکثیری:بهینه )2-5-11-1
و تغییر  1باکتری مبنی بر ناپایداری نانوذرات طلا (القا  تجمع ANDجی سندر این آزمایش اساس تشخیص رنگ
. بدین ترتیب که در صورت با عامل القاگر (نمک) بودی مورد آزمایش نمونهرنگ نانوذرات ) ناشی از مجاورت 
ورت صعدم هیبریداسیون نانوپروب با توالی هدف مورد تشخیص، با افزودن القاگر نانوذرات مجتمع شده که به 
 5بالاتر هایجایی طیف به طول موججابهو  پیک شدن پهنشامل تغییرات طیف  ،( از قرمز به طوسی) تغییر رنگ
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جایی جابه ی نظیر:میزانهایها در قالب تغییرات پارامتر. آنالیز طیفمشاهده گردید نانومتر 326 به نانومتر 452از 
 نانومتر) 326 / 524( 5ونیز نسبت جذب در دو طول موج )MHWF( 1در نصف مقدار بیشینه پهنای پیکطیف، 
می با ی مستقینسبت ذکر شده رابطهمقدار .به منظور بررسی شدت تجمع و تغییر رنگ محلول صورت گرفت
 طیف جاییدر تجمع و تغییر رنگ شدید به دلیل جابه به طوری که  شتشدت تجمع و تغییر رنگ نانوذرات دا
 انوپروبندر این مطالعه به منظور بررسی توانایی  .ه بودبه طول موج بالاتر و پهن شدن پیک، مقدار آن افزایش یافت
از ذرات وبر روی نان) نانومول 3/27 )ی پروبغلظت بهینهپس از تعیین باکتری مورد نظر،  ANDدر تشخیص 
مترین غلظت ک با تجمع در اثر القا از نانوپروب که ضمن  ییابی به غلظتبه منظور دست ،های سنتز شدهمیان نمونه
ابتدا  داد،الکترولیت، پایداری و حفظ رنگ مطلوبی را در حضور توالی هدف بعد از افزودن القاگر  به دست می
، تایید صحت عملکرد روش ذکر شده از آزمایش هیبریداسیون محصول تکثیری با نانوپروب بهینه شده و پس
مختلف از توالی  یغلظتی بازه 9 درباکتری توسط این روش،  ANDتشخیص  یودهحدمتعیین آزمایش جهت 
ان از کیفیت نانوپروب اطمین تشخیصی، ها قبل از شروع فرآیندمورد نظرانجام شد. همچنین در هر سری از آزمایش
 باشند. سه بار تکرار آزمایش می هایهتمام نتایج حاصل از آنالیز میانگین دادحاصل گردید.
 
 باکتری: ANDتشخیص در نانوپروب قابلیت بررسی )3-5-11-1
 بامکمل  )1-0(جدول ی کونژوگه با پروب تیوله) در روش تشخیصی حاضر هیبریداسیون نانوپروب (نانوذره
ر تجمع نانوپروب در براب ه و پایداریآلیتیکوم صورت گرفتآپلاسما اورهآز باکتری اورهمحصول تکثیری ژن اوره
یش آزما. برای این منظور های کنترل بررسی گردیدناشی از القای نمکی (منیزیم کلرید) در مقایسه با نمونه
از محصول  ) نانوگرم 31 ،  21 ، 35 ،  30 ،  20،  34 ،  32 ، 22،   36(مختلف  ی غلظتیبازه 9در تشخیصی 
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 ایی شودتوسط نانوپروب فوق شناس ستکمترین مقداری که می توانجهت تعیین  ،تکثیری اصلی و تخلیص شده
ی کنترل منفی یک نمونه ،به عنوان محصول غیرمرتبط Dounی ژنی همچنین از قطعه مورد ارزیابی قرار گرفت.
ه و با سه مرحلدر فرآیند آزمایش  . استفاده شد محلول نانوپروب به عنوان شاهد  نیز و (فاقد محصول تکثیری)
 شد و فسیرت طیف سنجی نور مرئی به صورت نمودار پاسخ به غلظت آنالیت و نتایج ایط کاملا یکسان تکرارشر
اسخ به نمودار پهای حاصل از سه بار تکرار آزمایش بیان گردید. انحراف معیار  یافته -نتایج به صورت میانگین
 ،پیک پلاسمون موقعیت تغییراتهای مختلف حاصل از طیف سنجی نور مرئی از جنبه) 51-4(شکل  غلظت
شدت تجمع نانوپروب ( نسبت شدت جذب در  )، 1-4جدول( MHWF( )پهنای پیک در نصف مقدار بیشینه 
ت ظبه عنوان تابعی از غل )11-5(شکل سنجیو رنگ )01-4) (شکل326/452نانومتر:  326و  452دو طول موج 
ضعیت برای تفسیر و نالیز پارامترهای فوقاز آآمده دست نتایج به محصول تکثیری، مورد بررسی قرار گرفت. 
ترتیب  های فوق بهی کنترل منفی و محصول غیر مرتبط پارامترها استفاده گردید به طوری که برای نمونهنمونه
ه نسبت بجایی پیک، کاهش شدید شدت جذب و نیز تغییر رنگ کامل( از قرمزبه طوسی) میزان بالای جابه
غلظت از توالی  9ی که همه بود، این در حالی ( به دلیل عدم هیبریداسیون با نانوپروب) دادندرا نشان نانوپروب 
 یک کاهش های غلظتی ذکر شدهمحدوده حاوی هایمحلول .های مختلفی حفظ کردندرنگ را با نسبت ،هدف
ترل ندر مورد کپیک جذبی شدت نانومترنشان دادند.این کاهش  502 حدود پیک جذبی در در شدت جزئی بسیار
با وجود اینکه شدت   .)51-5(شکلمشاهده شد نانومتر 336های بالای منفی و محصول غیرمرتبط در طول موج
کنترل منفی و محصول  در مقایسه بانانوگرم  31-30ی غلظتی هایی در محدودهتغییر این پارامترها در نمونه
 جایی پیک، کاهش شدت جذب و نیز تغییرتفاوت مشهودی از لحاظ تغییرات میزان جابهو غیرمرتبط کمتر بود 
، نانوگرم 20-36ی غلظتی هایی با محدودهشد، ولی این تفاوت در نمونهبین دومورد ذکر شده مشاهده میرنگ 
 326/452 . آنالیز نتایج نسبت تجمع نانوذرات در دو طول موجشدچشمگیرتر می در قیاس با کنترل منفی
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ه صحت این های مثبت بود کنانومترمبین شدت تجمع بیشتر محصول غیرمرتبط و کنترل منفی نسبت به نمونه
شد. به نانوگرم) نیز به وضوح  مشاهده می 31های مثبت (نتایج در مورد کمترین غلظت استفاده شده در نمونه
 نانوگرم از توالی هدف  31و  36ی حاوی ین نمونهی میزان شدت تجمع، بدر مقایسه 1000.0<Pای که مقدارگونه
نانوگرم در مقایسه با شاهد  31ی کرد در حالی که این مقدار برای نمونهبا کنترل منفی در هر دو مورد صدق می
جایی پیک برای کنترل منفی و محصول میزان جابهعلاوه بر آن  .)4-01  Aبود (شکل 479.0=P(نانوپروب) برابر با 
 )MHWF(  مقدار پهنای پیک در نصف مقدار بیشینه نیز دارای ونانومتر  79و  711غیرمرتبط به ترتیب برابر با 
حدود  نانوگرم به ترتیب به 31-30ی غلظتی در حالی که این مقادیر در محدوده بودند نانومتر 421و 741 برابر با
ی میزان به وضوح نشان دهنده MHWFمقادیربه دست آمده برای  .)1-4جدول ( نانومتر کاهش یافته بود 27و  71
داری به طوری که ناپای بودمرتبط غیر های واکنش کنترل منفی و نیز محصول تجمع بالای نانوپروب در محلول
به دلیل عدم وقوع فرآیند هیبریداسیون، در نتیجه کاهش نیروی  ها در برابر القای نمکیها در این نمونهنانوپروب
 های مختلف شده که هریکهای نانوپروب در اندازهباعث ایجاد مجتمع های الکترواستئریک بین نانوپروبدافعه
رای خود های بالاتر بی طیف نور مرئی تا فرابنفش به سمت طول موجمحدوده موقعیت پیک جذبی متفاوتی در  
 20-36ی غلظتی جایی پیک در محدودهمیزان جابه .بودافزایش پهنای پیک نمودار شده  منجر بهتخاذ کرده و  ا
. نانومتر بود 46ای آن رنانومتر و پهنای پیک در نصف مقدار بیشینه ب 7 حدود نانوگرم نسبت به پیک نانوپروب
شاهده با شدت بیشتر و نسبتا یکسانی م روبنسبت به نانوپ ی غلظتیاین محدوده بینعلاوه بر آن حفظ رنگ در
هیبریداسیون اختصاصی آن با نانوپروب مکمل خود رخ داده  ،در محلول واکنش ANDدر حضور توالی  گردید.
ی بین نانوذرات و متعاقبا پایداری آنها در برابر تجمع ناشی از دافعه ،ای شدهبار منفی حاصل از توالی دورشتهو 
 ا این وجودب کردوند وابسته به غلظت تبعیت میداد. میزان این پایداری از یک رافزودن القاگر نمکی را افزایش می
در  بود )1000.0<P(داریهای مثبت و کنترل دارای تفاوت معنینمونهین ب MHWFو پیک جاییمقدار میزان جابه
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یک شروع . )01-4 c,b(شکل بود 50/0>Pی نانوگرم نشان دهنده 36و  31ی صورتی که این مقدار برای نمونه
با این  .مشاهده شدبه پایین  نانوگرم  30غلظت های مثبت از نمونهاز  ی غلظتیمحدوده بین دو جزئیرنگ  تغییر
امل به ترین غلظت) به طور کغلظتی محصول (حتی در پایینوجود اختلاف رنگ بین محصول غیرمرتبط و شیب 
 1ی تشخیصیی محدودهی غلظتی نشان دهندهکه این محدوده .)11-4(شکل صورت چشمی قابل تفکیک بود
ز بوده و ا و ثابت مشابه تغییر رنگ نانوگرم نتایج 30های بالاتر از غلطتتمام باشد در واقع برای روش حاضر می
سنجی ونیز تفکیک رنگ بصری های طیفبه طور کلی نتایج حاصل از دادهد. رکپیروی می 5یک رفتار پلاتئو
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 evitagen(ها با کنترل منفی ی رنگ شیب غلطتی نمونهمقایسهA( .ها پس از افزودن القاگرتصویر مربوط تغییر رنگ نمونه )11-4شکل 
 31و  30،  36ی ی رنگ نمونهمقایسه به ترتیب نمای نزدیک ازTN-tegrat-non( .D ,C ,B( و محصول غیرمرتبط )CN-lortnoc



















 آزمایش.انحراف معیار سه بار تکرار  _ی نتایج به صورت میانگینها، ارائه نمونه پلاسمون پیک تغییرات و خصوصیات) 1-4جدول 
 
پهنای پیک در نصف 





جابه جایی پییک نسبت به 











 نانوپروب  452  3/245 -----  12
 نانوگرم 31 محصول تکثیری   322  3/455   55± 0   57± 4
 نانوگرم 21محصول تکثیری    142  3/555  71 5  73± 
 نانوگرم  35محصول تکثیری    142  3/755 1  21±  0  27±
 نانوگرم  13محصول تکثیری   142  3/755 4  16±  1  70±
 نانوگرم  20محصول تکثیری   502  3/755 5  31±  0  66±
 نانوگرم  34محصول تکثیری    502  3/515 5  31± 1  64±
 نانوگرم  32محصول تکثیری    502  3/515 5  9±  0  65±
 نانوگرم  22محصول تکثیری    502  3/915  7  06±0
 نانوگرم  36محصول تکثیری    502  3/215  7 7  76±
  30محصول تکثیری غیرمرتبط    016  3/243 11 ± 79 01  421±
 نانوگرم










پهنای پیک در نصف  B(ها  شدت تجمع نانوپروب در نمونه A(داری پارامترهای نتایج مربوط به آنالیز سطح معنی) 01-4شکل 
ها نسبت به کنترل منفی و شاهد(نانوپروب)، جهت رسم نمودارها از میانگین جایی پیک پلاسمون نمونهمیزان جابه C(مقدار بیشینه و 



































 1گیرینتیجه و ) بحث2-فصل
 بحث: )1-5
ناخته شده شتناسلی انسانی بیماری زا  ترین مایکوپلاسمای به عنوان شایع آلیتیکوماورهآپلاسمااورهباکتری 
التهاب ودی، خترین آنها عبارتند از: ناباروری، سقط خودبهارتباط دارد که مهم شرایط بالینیبا طیفی از  واست 
های رایج موجود برای شناسایی این پاتوژن شامل . روشمزمن ریوی در نوزادانهای و بیماری مجاری ادراری
زمانبر  .باشندمی RCP-emit-laer و RCP روش ها ی مولکولی و تست های حساسیت آنتی بیوتیکیکشت، 
های مولکولی ، ی بالای روشها و نیز هزینهبودن، عدم اختصاصیت و حساسیت مطلوب برخی از این روش
های در دهه .طلبدبا دقت تشخیصی مطلوب را می هزینهکمو روش تشخیصی ساده، سریع یک ینیاز به توسعه
تشخیص تا درمان، امکان کاربرد آنها را پزشکی از های ینهای از زمدر طیف گستردهظهور نانوساختارها اخیر، 
ها پروتئین و کربوهیدرات،  )ANR ,AND( نوکلئیک هایاز جمله اسیدهای زیستی در تشخیص مولکول
رد فهای  نوری منحصر به مندی از ویژگی. در این میان نانوذرات فلزی خنثی با بهره)441(فرآهم کرده است
با توانایی تثبیت پایدار  رو نانوذرات طلا. از این )241(اندیافته علوم زیستی در بین محققین یاجایگاه ویژه
 ای جهتاز تناسب ویژهحفظ فعالیت زیستی آنها  ضمن تیول بر روی خود عاملدار شده باهای زیستی مولکول
برخوردار هستند، همچنین سازگارپذیری زیستی و مقاومت در برابر اکسیداسیون  ی زیست حسگرهاتوسعه
  .)641(شودور کاربرد زیست پزشکی آن محسوب میهای دیگر این فلز به منظاز مزیت
 
                                                 
 noisulcnoc dna noissucsiD 1
 211
 
    ی حسگرهای زیستی از آن بهره گرفته شده است، خصوصیت ی نانوذرات طلا که در توسعهویژگی عمده
 شکل، تغییر در تاثیرپذیری ازبا تواند که می باشدآنها می (1)RPSLپلاسمون سطحی متمرکز شده  زونانس 
 حتت آنها الکتریک نانوذرات ونیز ثابت دی الکترک محیط اطراف اندازه، اتصالات بین نانوذرات، ثابت دی
  .)741(قرار گیرد کنترل
تغییرات به  حساسحسگرهای  -1اند شامل طراحی شده RPSL دو نوع حسگر رایج که بر اساس تغییرات 
 .)741(باشندحسگرهای حساس به حالت های تجمعی نانوذرات می -5ضریب شکست، 
 .
 
نسبت به تجمع نانوذرات طلا  RPSLاز روش رنگ سنجی مبتنی بر حساسیت طیف ی حاضر در مطالعه
لا در روش رنگ سنجی ی تجمع نانوذرات طرویهدو . باکتری بهره گرفته شده است ANDجهت تشخیص 
ها تاکنون این روش .)021(دنباشمی  )LCN( 0ایو حالت غیر شبکه )LC( 5ایشامل حالت تجمعی شبکه
 LC در روش اند. ها مورد استفاده قرار گرفتههای مرتبط با طیف وسیعی از پاتوژنجهت شناسایی مولکول
به عنوان رابط  نزدیکی وتجمع بین دو نانوپروب مکمل  )ANR dna AND( مولکول مورد هدف تشخیصی
از یک نانوپروب منفرد یا  LCNروش  .)451, 611, 011(شودمیو باعث تجمع نانوذرات خود عمل کرده 
ی فاقد پوشش جهت تشخیص بهره گرفته که تجمع و تغییر رنگ آن در پی افزودن یک عامل نانوذره
در این مطالعه با در . )001, 551, 131(گیردتا نمک) پس از شناسایی مولکول هدف صورت میالقاگر(عمد
به کنترل دمایی در طی فرآیند هیبریداسیون نانوپروب با مولکول هدف و  LCNنظر گرفتن عدم نیاز روش 
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باکتری مورد نظر  ANDسازی تشخیص جهت بهینه LCN، روش  LCنیز کم هزینه بودن آن نسبت به روش 
به منظور افزایش موفقیت روش تشخیصی درشناسایی مولکول هدف عوامل ذیل در تحقیق به کار گرفته شد. 
 حاضر مد نظر قرارگرفته شدند:
. اندازه و پراکندگی نانوذرات ساخته شده: در روش استفاده شده برای سنتز نانوذرات در این تحقیق الف
دارد،  ی عکسی نانوذرات ساخته شده با مقدار سیترات سدیم رابطهاندازه (روش مبتنی بر سیترات سدیم)،
با توزیع  ی کوچک وز سیترات سدیم روش سنتزی فوق ذراتی با اندازهبنابراین با انتخاب مقدار کنترل شده ا
 .)5-0-11-4و بخش 1-0-11-1به دست داد (بخش ) نانومتر 41/15یکنواخت (
 سطح نانوذرات طلا: ب) بارگذاری پروب تیوله بر
ی بارگذاری پروب بر سطح نانوذرات تایید کنندهپس از ساخت نانوپروب، ی نانوذرات تغییر اندازه. 1
افزایش یافته بود  نانومتر91/73 به نانومتر 41/15 از  به طوری که قطر هیدرودینامیکی نانوذرات )421(بود
 ).1-4-11-4(بخش 
تجمع و تغییر رنگ شدید نانوذرات از قرمز به طوسی به دلیل جدا  طح نانوذرات: آزادسازی پروب از س .5
سدیم کلرید موجود در بافر   و متعاقبا اثر القایی غلظت بالای نمک TTDشدن پروب از سطح آنها توسط 
 ).5-4-11-4موفقیت سنتز نانوپروب بود ( بخش   ی برتایید )میلی مول 330(
زیمم جذب ت به ماکنسب  نانومتر 452جابه جایی ماکزیمم جذب نانوپروب . بررسی ماکزیمم جذب : 0





ی گروه  طالعهکه با مپس از بررسی بارگذاری پروب بر سطح نانوذرات و تایید نتایج آزمایشات انجام شده 
تشخیصی بر روی محصول تکثیری حاصل از حامل پلاسمیدی  روش، )221(همخوانی داشت .la te ffohrotS
ی اول جهت ممانعت از تداخل و حذف  اجزای باقیمانده از فرآیند . در مرحلهبهینه گردید )0-2-11-4(بخش
و   (1sPTNd )تری فسفات وکسی نوکلئوتیدزدپلیمراز،   ANDآنزیم  ،احتمالیدایمر-تکثیر مانند پرایمر
تداخلات این عوامل به  سازی مورد تخلیص قرار گرفت.ی کیت خالصهای موجود در بافر به وسیلهنمک
آنزیم پروتئینی  )،ایتک رشته ANDجذب سطحی پرایمر(ایجاد خطا در نتایج آزمایش از طریق صورت 
اثر  برابرنانوپروب در  کاذبتواند باعث افزایش مقاومت می که باشدبر روی نانوذرات می  sPTNdو
 31   -36(غلظتی ی بازه 9 سازی روش تشخیصی بر روی ی بعد، آزمایش بهینهدرمرحله .)221(القاگرشود
عنوان  به) نانوگرم 30 )Duonی ژنی قطعه ، یک غلظت از آزی ژنی اورهاز محصول تکثیری قطعه  ) نانوگرم
های غلظت ابتدابرای این منظور صول به عنوان کنترل منفی انجام شدی فاقد محمحصول غیرمرتبط و یک نمونه
-1 نانوپروب مجاور گردید(بخشبه همراه محصول غیرمرتبط و کنترل منفی با  از محصول تکثیری ذکر شده
ی سانتیگراد درجه 29 ای در دمایدو رشته ANDجهت فرآیند دناتوراسیون  هامحلول واکنش ) و4-11-7-5
ها در دمای اتاق شرایط لازم برای هیبریداسیون نانوپروب با قسمت انکوبه شدند سپس با انکوباسیون نمونه
ممانعت الکترو استریک(ممانعت  ،. در پی افزودن القاگرمکمل خود از  محصول تکثیری فرآهم گردید
اوی های حالکتریکی و فضایی) ایجاد شده ناشی از هیبریداسیون نانوپروب با توالی مکمل خود در نمونه
 هااز تفاوت رنگ بین غلظت جزئی با این وجود شیب .محصول هدف مانع از تجمع و تغییر رنگ آنها شد
رم و مقادیر بالاتر رنگ را با شدت بیشتر و یکسانی نانونوگ 20شد غلظت ی مختلف محصول هدف دیده می
 30ر د ولی یک تغییر رنگ جزئی شدحفظ کرده بودند به طوری که هیچ تفاوت رنگی بین آنها مشاهده نمی
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 .شدیده میدمیزان هیبریداسیون پایین  در نتیجه ی کمتر وبه دلیل مقدار نمونهتر های پایینتظنانوگرم و غل
حاوی محصول غیر مرتبط و کنترل منفی به محض افزودن القاگر تغییر رنگ  محلول واکنشرحالی که د
نتایج حاصل از شدت تجمع نانوذرات نیز تاییدی  .)4-11  D-A (شکل از قرمز به طوسی نشان دادند یفاحش
ده و سطح وهای بصری رنگ سنجی بود. کنترل منفی و محصول غیرمرتبط دارای میزان تجمع بالایی ببر یافته
، همانطور که از نمودار شکل های مثبت تفاوت چشمگیری داشتآنها نسبت به نمونه )1000.0<Pداری (معنی
هد که دمشخص است کنترل منفی میزان تجمع کمتری در مقایسه با محصول غیرمرتبط نشان می 4-01 A
بدین ترتیب که در صورت عدم شود در محلول واکنش نسبت داده می ANDاین تفاوت به عدم وجود توالی  
ود در شوقوع واکنش هیبریداسیون حجم بیشتری از نانوپروب ها رسوب کرده و شدت تجمع آنها کمتر می
بین ذرات از  یر مرتبط بار منفی حاصل از حضورتوالی الیگونوکلئوتیدی با ایجاد دافعهغی حالی که در نمونه
روندی مشابه تغییرات رنگ های مثبت از دربین نمونه شدت تجمعتفاوت  .کندرسوب آنها جلوگیری می
 شد.مشاهده می در مقایسه با نانوپروب نانوگرم به پایین تر 30پیروی کرده و یک تفاوت جزئی از غلظت 
مبین افزایش چشمگیر پهنای پیک برای  ،)621(ی مستقیم با شدت تجمعها در یک رابطهنمونه MHWFمقدار 
لی هدف توا از تظدر مقایسه با کمترین غل ،نانومتر) 421و محصول غیرمرتبط ( نانومتر)741کنترل منفی (
ای و در نهایت ی بین ذرهدر واقع با کاهش فاصله .)4-1(جدول  نانومتر بود 57برابر با   MHWFدارای  
ی ذرات ایجاد شده و باعث افزایش پهنای پیک با کاهش غلظت یک توزیع ناهمگونی ازاندازهآنها تجمع 
, 721(شودنسبت داده می 1پلاسمون چندگانه های حالت افزایششد که این مورد به فرآیند آنالیت هدف می
کمتر از  معنی داری  به طور های مثبتنمونهمیزان جابه جایی پیک و  MHWFمقدار  علاوه بر آن .)721
ی نانوذرات در اثر نزدیکی و هکه ناشی از افزایش انداز )4-01 B-Aد (شکل  بو  )1000.0<P( کنترل منفی
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 یآزمایشات انجام شده محدودهبا توجه به تفسیرهای استنباط شده از  )921(باشدتجمع آنها به یکدیگر می
و نیز پایین تریین غلظتی از توالی هدف که نانوگرم  31تا  30ی غلظتی بین در فاصلهروش فوق تشخیصی 
 نانوگرم بود. 31توانست توسط آن شناسایی شود برابر با می
 
حاصل  هایبا یافتهآنها نتایج  و فتهربهره گ ) LCN( در ذیل تعدادی از مطالعاتی که از روش تشخیصی مشابه
ی ما تنها از نظر نوع مولکول ذکر گردیده است. تفاوت آنها با مطالعه شت،تحقیق حاضر همخوانی دااز 
 باشد.می تشخیصی و ماهیت القاگر
 مایکوباکتریومجهت شناسایی باکتری  2335در سال   .la te atsitpaBی انجام شده توسط گروه . مطالعه1
یون هیبریداسی حاضربود. به این صورت که با وقوع واکنش دارای نتایج مشابه با مطالعه )931(توبرکلوزیس
ممانعت فضایی  ی طلاپروب متصل به نانوذره و)  RCP( محصول تکثیری حاصل از هدف AND مکملی بین
شد. مک مین و الکتریکی ایجاد شده و باعث پایداری نانوپروب در برابرتجمع و تغییر رنگ ناشی از اثر القائی
 بود. 1جفت بازی و فاقد فاصله دهنده 21ی آنها دارای طول پروب مورد استفاده
نوکلئوتیدی و فاقد فاصله دهنده  21از پروب  7112در سال  .la te notaE  های انجام شده توسطدر بررسی. 2
. در این مطالعه )311(نانومتر برای شناسایی ژن بتاگلوبین استفاده شد 71به نانوذرات کروی طلا با قطر  متصل
حاصل از حامل پلاسمیدی  جفت باز 9221با طول  ژن بتاگلوبین RCPروش تشخیصی بر روی محصول 
 AND سنتتیک انجام شده بود. در این کارآزمایی نیز در حضور مولکول هدف، نانوپروب با آن هیبرید شده و
 کرد.میخود را حفظ  قرمز برابر اثر القاگر مقاومت کرده و رنگای شده در دو رشته




مبتنی بر نانوذرات کروی طلا برای شناسایی  LCNاز روش  2112در سال  .la te yhtavamdaPی در مطالعه. 0
نوکلئوتیدی و بدون  35آنها یک پروب برای این منظور . )231(شده بوداستفاده  iloc.E ژنومی باکتری AND
ک اسید روکلریدهنده، مکمل توالی هدف را به کار گرفته بودند. القاگر مورد استفاده در این مطالعه هید فاصله
شد. نانوپروب در برابر آن مقاومت نشان داده و مانع از تجمع نانوذرات می -بود که هیبریداسیون توالی هدف
نانوگرم بود در حالی  42ی آنها مورد شناسایی قرار گرفت برابر با کمترین مقدار از توالی هدف که در مطالعه
 به دلیل انجام روش تشخیصید. این تفاوت در توانایی تشخیص نانوگرم بو 31ی ما که این مقدار برای مطالعه
تکثیر شده با پرایمرهای  RCP  بر روی ژنوم تکثیر نشده باکتری بود در مقابل استفاده از محصول  آنها
ی حاضر منجر به افزاش دقت تشخیص روش فوق در مطالعه UUمربوط به باکتری ی ژنی اختصاصی قطعه
 شد.
های لیشمانیا انجام ای برای شناسایی گونهدر یک روش غیرشبکه 0135در سال  atiragraM .la teیمطالعه. 4
فاده های لیشمانیا استژنومی حفظ شده بین گونه. آنها از از چها نوع پروب مختلف اختصاصی نواحی )711(شد
 .کرده بودند که در نهایت موفق به شناسایی توالی ژنومی با اختصاصیت و حساسیت بالا شدند
وکلئوتیدی فاقد فاصله دهنده متصل ن 35از یک پروب  4135در سال  .la te nahC gniS-iaWی مطالعهدر . 2
 مقاوم به متیسیلین اورئوس استافیلوکوکوستوالی باکتری   RCPبه نانوذرات طلا برای شناسایی محصول 
 S32 نواحی ژنی . در آزمایش آنها دو نوع پروب اختصاصی)551(های بالینی استفاده گردیدحاصل از نمونه
اهمیت بالای موقعیت اتصال پروب بر ی به کار گرفته شده بود. نتایج آنها نشان دهنده Acem dna ANRr
ای که اتصال پروب فارغ از نوع آن، به یک قسمت روی  توالی هدف در حساسیت روش حاضر بود به گونه
حساسیت  توالی مورد نظرای از بخش عمده در نتیجه آزاد ماندنتوالی هدف وʹ5 داخلی و نزدیک به انتهای
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مولکول هدف  ʹ5ی دورتری از انتهای  التی که پروب به ناحیهروش تشخیصی را به میزان بالایی نسبت به ح
ت داده ای نسباین مورد به ممانعت فضایی ناشی از انتهای آزاد توالی تک رشته دادشد، افزایش میمتصل می
 .شودمی
 6135در سال  .la te ressanlA fssoYتوسط شناسایی پلاسمودیوم ویواکس (عامل مالاریای انسانی) . 6
ممانعت  ،آن با نانوپروب . در حضور توالی هدف و اتصال)751(دبوی حاضر ای نتایجی مشابه با مطالعهدار
شده و در  )lCaN(بین نانوذرات باعث حفظ آنها در حالت پراکنده پس از افزودن القاگر شده ایجاد فضایی
 شد.نتیجه مانع تجمع و تغییر رنگ آنها می
از نانوذرات کاتیونی  Cویروس هپاتیت  ANRجهت شناسایی  7135در سال  .la te m firrehSی در مطالعه. 7
. در آزمایش آنها نیز در یک روند مشابه، )301(نانوذرات طلا استفاده شد تجمع به عنوان القاگر nimaetsyC
نزدیکی و تجمع بین با افزودن القاگر( نانوذرات کاتیونی)  ،در صورت عدم حضور توالی هدف نانوپروب
 شد. ولی درمشاهده میقرمز به بنفش)  و نانوذرات کاتیونی رخ داده و تغییر رنگ محلول (ازنانوذرات طلا
صورت حضور توالی هدف، اتصال آن با نانوپروب مانع از برخورد بین نانوذرات طلا و ذرات القاگر شده و 
 شد.رنگ محلول واکنش(قرمز) حفظ می
ای، بین یک پاتوژن گیاهی به صورت مقایسه ANDبرای شناسایی  7135در سال  .la te ymAی مطالعه . 7
. نتایج آنها نشان )201(انجام شده بود 1نانوذرات طلا سیتراته و و نانوذرات طلا پوشیده شده با دکسترین
در مقایسه با نانوذرات  lCaNی پایداری بیشتر نانوذرات پوشیده شده با دکسترین در غلظت بالای دهنده




نوذره هر دو نوع نااختصاصی  آن با پروب سیتراته بود. ولی در حضور توالی ژنومیک هدف و هیبریداسیون
 از پایداری یکسانی برخوردار بودند.  ،فارغ از ماهیت شیمی سطح
ی که با استفاده از روش تشخیصی مشابه با  مطالعه بودای تنها مطالعه 0335در سال  .la te otaSی مطالعه. 9
 کرده PNSکه اقدام به شناسایی ی آنها . در مطالعه)131(بودنتایجی مخالف با آن را به دست داده ، حاضر
در پی افزودن القاگر نانوذرات مجتمع شده و تغییر  ،کامل نانوپروب به توالی هدف اتصالدر صورت بودند، 
 PNSشد در حالی که هیبریداسیون ناقص نانوپروب با توالی حاوی مشاهده می ارغوانی-رنگ از قرمز به آبی
 پروب موردشد. برابر اثر القائی الکترولیت شده و رنگ محلول (قرمز) حفظ می درمانع تجمع نانوذرات 
تیک سنتتوالی مولکول هدف  و هم اندازه با ، فاقد فاصله دهندهنوکلئوتید 21 طولی برابر با ی آنها دارایاستفاده
رقراری طلا با ب . به طور معمول نانوذراتبودهای آنها یافته ی حاضر بابود که عامل تفاوت بین نتایج مطالعه
 ر سطح خودی سیترات موجود دیدی از طریق بار منفتپیوند الکترواستاتیک با گروه آمین پروب الیگونوکلئو
 و بار منفی فسفات پروب ممانعت فضایی افزایثر همکند این پایداری از ادر برابر اثرالقاگر مقاومت می
از طرف دیگر هیبریداسیون  .)361(شودنیز جذب سطحی آن به نانوذره ناشی می (ممانعت الکترواستریک)  و
ای و انعطاف ناپذیر تشکیل ساختار دو رشته ،با کاهش جذب سطحی پروب ،مولکول هدف با نانوپروب
منجر به ناپایداری و  )161(های مثبت الکترولیتتوسط یون AND فسفات به همراه کاهش بار منفی  AND
ای دارای طولی برابر ی حاضر مولکول هدف دو رشتهدر مطالعهشود. تجمع نانوذرات پس از افزودن نمک می
نوکلئوتیدی بخش زیادی از  95ای شدن و هیبریداسیون با نانوپروب بود که پس از تک رشتهجفت باز  770
ر د ای باقی مانده و با ایجاد ممانعت الکترواستریک باعث پایداری نانوپروبتک رشته توالی آن به صورت
ولی فقدان توالی هدف در محلول واکنش منجر به ناپایداری نانوپروب در پی  شدمی برابر اثر القائی نمک
 شد. افزودن القاگر می
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 گیری:) نتیجه2-5 
ش طلا دریک رو با استفاده از نانوپروب آلیتیکومآپلاسمااورهاورهباکتری  ANDی حاضر شناسایی در مطالعه
 رنگ سنجی برای اولین بار به طور موفقیت آمیز انجام گردید. 
نشان  نانوگرم از محصول تکثیری 31-36ی غلظتی از بررسی روش تشخیصی در محدوده نتایج حاصل
ارائه شده در ابتدای  ییهدر راستای فرضد که بوبرای روش حاضر  نانوگرم 31ی تشخیصی ودهحدم  یدهنده
 باکتری بود. ANDمبنی بر توانایی روش فوق در تشخیص  ،مطالعه
 
 ) پیشنهادات:3-5
با توجه به نتایج به دست آمده از تحقیق فوق و نیز تعدیلات انجام شده در مطالعات اخیر بر روی روش 
 توانند ارائه شوند:می تشخیصی حاضر پیشنهادات ذیل جهت بهبود روش تشخیصی
 .RCPهای بالینی بدون به کارگیری نمونهAND ) انجام روش تشخیصی به طور مستقیم بر روی 1
زمان روش تشخیصی با استفاده از فرآیند تکثیر  تجهیزات مورد نیاز برای تشخیص و به حداقل رساندن -5
های دمایی متعدد، جهت تکثیر چرخه با RCPبه جای واکنش   ( APR) 1ریکامبیناز هم دمای وابسته به
 توالی هدف.
 ی روش حاضر در قالب کیت تشخیصی به صورت میکروچیپ ویا استریپ تست.توسعه )0
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Colorimetric-based method for thedetection of ureaplasma urealyticum using gold 
nanoparticlesBackground:  
The importance of identifying the ureaplasma uralyticum bacteria gets interesting owing to its 
prominent role in providing the base of the genesis of the STDs particularly infertility and 
spontaneous abortion. Despite the existence of a number of conventional diagnostic procedures 
such as cultivation or molecular methods to detection of this bacterium the Low sensitivity, 
timeliness and high cost of some of these methods assigned as their limitations. Thereby it requires 
the need for developing an appropriate alternative diagnostic method. In this study a gold 
nanoparticle-based DNA sensor was applied as a diagnostic tool, which in that the possibility of 
visual and spectral analysis of aggregated and non-aggregated states of gold nanoparticles (GNPs), 
is taken as basis of the detection approach. 
Method:  In this assay the GNPs after synthesize were conjugated with a thiol probe with a specific 
sequence to the target DNA (urease amplicon from the plasmid vector). Next the conjugates were 
used to evaluation of the gradient concentrations of the target sequence (10-60 ng). The visual color 
changing and spectral analysis Includes variations in the plasmon peak position, Full width at half 
maximum (FWHM), aggregation ratio of GNPs and peak intensity were used for interpretation of 
the results. 
Findings: The color stability as well as low aggregation ratio of positive mixtures even in the 
lowest concentration demonstrated the capability of nanoprobe in detection of the target DNA. The 
limit of detection was between 10-60 ng. In this range, by reducing the concentration, the low rate 
of hybridization resulted in slight increase in the aggregation ratio of nanoprobes, FWHM, decrease 
in peak intensity, and the relative color changing. The variations followed a dose dependent 
manner. In contrast the negative control and non-complementary amplicon due to lack of target-
nanoprobe showed a significant increase in aggregation ratio, FWHM and red shifted to the longer 
wavelength. Also the color was completely changed to gray. The differences between positive 
samples and negative control showed a significant value (P<0.0001)  
Conclusion: Current method by possessing desire sensitivity and specifity with a limit of detection 
of 10 ng in the case of this study could provide a fast, low cost and low equipped method. 
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The importance of identifying the ureaplasma uralyticum bacteria gets interesting owing to its 
prominent role in providing the base of the genesis of the STDs particularly infertility and 
spontaneous abortion. Despite the existence of a number of conventional diagnostic procedures 
such as cultivation or molecular methods to detection of this bacterium the Low sensitivity, 
timeliness and high cost of some of these methods assigned as their limitations. Thereby it 
requires the need for developing an appropriate alternative diagnostic method. In this study a 
gold nanoparticle-based DNA sensor was applied as a diagnostic tool, which in that the 
possibility of visual and spectral analysis of aggregated and non-aggregated states of gold 
nanoparticles (GNPs), is taken as basis of the detection approach. 
Method:  In this assay the GNPs after synthesize were conjugated with a thiol probe with a 
specific sequence to the target DNA (urease amplicon from the plasmid vector). Next the 
conjugates were used to evaluation of the gradient concentrations of the target sequence (10-
60 ng). The visual color changing and spectral analysis Includes variations in the plasmon peak 
position, Full width at half maximum (FWHM), aggregation ratio of GNPs and peak intensity 
were used for interpretation of the results. 
Findings: The color stability as well as low aggregation ratio of positive mixtures even in the 
lowest concentration demonstrated the capability of nanoprobe in detection of the target DNA. 
The limit of detection was between 10-60 ng. In this range, by reducing the concentration, the 
low rate of hybridization resulted in slight increase in the aggregation ratio of nanoprobes, 
FWHM, decrease in peak intensity, and the relative color changing. The variations followed a 
dose dependent manner. In contrast the negative control and non-complementary amplicon due 
to lack of target-nanoprobe showed a significant increase in aggregation ratio, FWHM and red 
shifted to the longer wavelength. Also the color was completely changed to gray. The 
differences between positive samples and negative control showed a significant value 
(P<0.0001)  
Conclusion: Current method by possessing desire sensitivity and specifity with a limit of 
detection of 10 ng in the case of this study could provide a fast, low cost and low equipped 
method. 
 
